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A    Adenosin  
a.d.   Aqua destillata, destilliertes Reinstwasser 
ADD   ATRX-DNMT3-DNMT3 
APS   Ammoniumpersulfat 
Array-CGH Array-comparative genomic hybridization, Microarray-basierte 
komparative genomische Hybridisierung 
ATRX   Alpha-Thalassemia/Mental Retardation, X-linked, 
   Alpha-Thalassämie, Mentales Retardierungssyndrom, X-chromosomal 
 
B 
bp   Basenpaare 
BPS   Bromphenole Blue Solution, Bromphenolblau-Lösung 
 
C 
C    Cytidin 




DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, Denaturierende  
Gradienten-Gelelektrophorese 
DHPLC Denaturing High-Performance Liquid Chromatography,  
Denaturierende Hochleistungs-Flüssigchromatographie 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsäure 








EB   Elution Buffer, Lösungspuffer 
 
F 
For   Forward, Vorwärts, 5´ - 3´ 
 
G 
g   Gramm 
G   Guanosin 
 
H 
HbH Hämoglobin H 
HGMD Human Gene Mutation Database  
HPLC High Performance Liquid Chromatography,  
Hochleistungs-Flüssigchromatographie 
HPLC-Wasser Reinstwasser, frei von gelösten oder kolloidalen, ionisierten und 
organischen Verunreinigungen  
 
I 
Indel   Insertion und Deletion 
 
L 
LW   Leerwert 
 
M 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
MgSO4  Magnesiumsulfat 
µl   Mikroliter 
mmol/l  Millimol/Liter 
ml   Milliliter 





MLPA   Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
mm   Millimeter 
MR   Mental Retardation, Mentale Retardierung 
mV   Millivolt 
 
N 
N   normale 





O.D. Optische Dichte  
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man 
 
P 
PBI   Binding puffer with indicator, Bindungspuffer mit Indikator 
PCR    Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion 
PHD   Plant Homeodomain 
pmol   Pikomol     
Primer F  Primer Forward, Vorwärtsprimer 
Primer R  Primer Reverse, Rückwärtsprimer 
 
Q 
qRT-PCR  quantitative Real Time-PCR 
 
R 









s   Sekunde 
SNF2   Sucrose-non-fermenting 2 
SNP    Single Nucleotide Polymorphism, Einzelbasenpaarpolymorphismus 
SSCP   Single Strand Conformation Polymorphism Analysis 
SWI2   Switch 2 
 
T 
T   Thymidin 
Taq   Thermus aquaticus 
TBE   Tris, Borat, EDTA-Puffer 
TE   Tris, EDTA-Puffer 
TEAA   Triethylammoniumacetat 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
Temp.   Temperatur 
TGGE   Temperatur-Gradienten-Gel-Elektrophorese 
 
U 
U/min   Umdrehungen pro Minute 
UV   Ultraviolett  
 
V 
V   Volt 









Mit der Entschlüsselung von DNA-Sequenzen des Menschen wurde es möglich, klinische 
Diagnosen molekulargenetisch bestätigen zu können [Human Genome Project Information 
http://web.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/index.shtml]. Durch die DNA-
Sequenzierung konnten Mutationen präzise bestimmt und somit zur Diagnosestellung für 
genetisch bedingte Krankheiten herangezogen werden [Online Mendelian Inheritance in Man 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim]. Für die Untersuchung vieler Patienten und großer Gene 
wurde jedoch weiterhin nach Methoden gesucht, um Mutationen mit ausreichender 
Sensitivität schnell und ökonomisch erfassen zu können, ohne sogleich sequenzieren zu 
müssen.  
Im Jahr 1995 beschrieben Oefner und Underhill die DHPLC (Denaturing High-Performance 
Liquid Chromatography) als neue Untersuchungsmethode [Oefner & Underhill, 1995]. Das 
Prinzip der DHPLC beruht auf dem unterschiedlichen Adsorptionsverhalten von 
komplementären und nicht-komplementären Basenpaaren innerhalb eines DNA-Fragments an 
eine stationäre Phase. Die DNA-Fragmente werden bei partiell denaturierenden Temperaturen 
(Denaturing) mit Hochdruck (High-Performance) über eine Trägerflüssigkeit (liquid) auf eine 
stationäre Phase gebracht und ihr Schmelzverhalten analysiert (chromatography). 
Abbildung 1 auf der folgenden Seite zeigt schematisch im oberen Bildabschnitt eine 
Heteroduplexreaktion, im unteren Bildabschnitt ein Chromatogramm der DHPLC. Durch eine 
Heteroduplexreaktion entstehen bei vorhandener Sequenzvariation vier verschiedene 
Hybriden: 50 % Heteroduplices (DNA-Fragmente mit Basenfehlpaarungen) und 50 % 
Homoduplices (DNA-Wildtyp-Fragmente oder DNA-Mutations-Fragmente). Diese eluieren 
zu verschiedenen Zeitpunkten von der stationären Phase. Die Signale der vier Hybriden 
werden über einen UV-Detektor erfasst und als vier Peaks mittels Software in einem 






Abbildung 1: Prinzip der DHPLC. Im oberen Abschnitt der Abbildung ist ein vereinfachtes Schema der 
Heteroduplexreaktion zu sehen. Wildtyp und Mutant werden im Verhältnis 1:1 vermischt und auf 95°C erhitzt 
(heat) und denaturiert. Kontinuierlich werden diese um jeweils 1°C bis auf 65°C wieder abgekühlt (cool), 
Einzelstränge renaturieren und lagern sich zu Doppelsträngen zusammen. Es entstehen bei vorhandener 
Sequenzvariation vier Hybriden, darunter 50% Heteroduplices und 50% Homoduplices. Im unteren Abschnitt 
der Abbildung ist exemplarisch ein DHPLC-Chromatogramm dargestellt. Die Heteroduplices mit falsch-
gepaarten Basen denaturieren zuerst von der festen Phase, die Homoduplices ohne Mismatch denaturieren später 
und stellen sich als 3. und 4. Peak dar. Abbildung entnommen aus: [Bayat et al. 2005]. 
Die Erstetablierung der DHPLC für das ATRX-Gen (Alpha-Thalassämie, Mentales 
Retardierungssyndrom, X-chromosomal) gelang 2004 [Steensma et al. 2004]. Zuvor wurden 
Mutationen im ATRX-Gen mittels DGGE (Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese) 
oder Sequenzierung diagnostiziert [Borgione et al. 2003].  
Das ATRX-Gen liegt auf dem langen Arm des X-Chromosoms in der Chromosomenregion 
Xq13.3 und unterliegt der X-Inaktivierung [Gibbons et al. 2008]. Das durch das ATRX-Gen 
kodierte Protein gehört zu der SWI2/SNF2-Proteinfamilie der ATP-abhängigen Chromatin-
Remodellierungsfaktoren [Wong et al. 2010, Gibbons et al. 1997, Stayton et al. 1994]. Das 
ATRX-Protein nimmt an der Regulation der Replikation, der Gentranskription, der 
Zellteilung sowie der DNA-Reparaturmechanismen teil [Clynes & Gibbons 2013, Kannan et 
al. 2012, Bérubé 2011, Gibbons & Higgs 2010, De Sario 2009, Gibbons et al. 2003].  
Mehr als 120 Mutationen sind im ATRX-Gen zum derzeitigen Zeitpunkt bekannt [vgl. Tabelle 
I bis III im Anhang]. Es sind Missense- und Nonsense-Mutationen, Spleiß-Mutationen, kleine 





beschrieben. Diese Mutationen können zu einer Instabilität des Proteins oder zu einem 
fehlerhaften bzw. dysfunktionalen Protein führen [Mitson et al. 2011].  
Eine konstitutionell vorliegende Mutation im ATRX-Gen kann sich klinisch in Form des 
ATRX-Syndroms, eines seltenen X-assoziierten Mentalen Retardierungssyndroms (OMIM 
301040) zeigen. Die Prävalenz wird auf ca. <1-9/1.000.000 Einwohner geschätzt [Gibbons 
2006]. Im Regelfall sind Mädchen durch ein verschobenes X-Inaktivierungsmuster klinisch 
nicht betroffen [Gibbons et al. 2008, Plenge et al. 2002, Gibbons et al. 1995]. Die Patienten 
mit ATRX-Syndrom sind stets mental retardiert, eine schwere Retardierung liegt bei ca. 95% 
vor, eine psychomotorische Entwicklungsstörung findet sich ebenso häufig. In über 90% 
finden sich typische faziale Dysmorphiezeichen; eine Alpha-Thalassämie sowie skelettale 
Fehlbildungen finden sich in jeweils 90%. Genitale Fehlbildungen können mild bis schwer 
ausgeprägt sein. Sie reichen von Kryptorchismus, Phimose/Paraphimose über Hypospadie 
oder Mikropenis bis hin zu äußerlich weiblichen Genitalien. Gastrointestinale Störungen 
finden sich sehr häufig, kardiale sowie Nieren- und Harnwegsfehlbildungen sind seltener 
[Martucciello et al. 2006, Gibbons 2006, Gibbons & Higgs 2000]. 
Die Indikation zur laborchemischen und molekulargenetischen Untersuchung bei Verdacht 
auf das ATRX-Syndrom wird im Regelfall durch Humangenetiker oder Pädiater gestellt. Zur 
initialen Diagnostik besteht die Möglichkeit, HbH-Einschlüsse in Erythrozyten nachzuweisen. 
Diese Methode gilt in der ATRX-Diagnostik als unsicher [Gibbons et al. 2008]. X-
Inaktivierungsanalysen bei Mädchen oder den Müttern der Patienten können den Verdacht 
erhärten. [Wada et al. 2005, Yntema et al. 2002, Gibbons et al. 1992].  
Sichern lässt sich die Diagnose mit verschiedenen molekulargenetischen Untersuchungen des 
ATRX-Gens. Die Sequenzierung ist eine der möglichen Methoden, um Sequenzveränderungen 
sowohl pränatal, postnatal und im Rahmen einer Familienuntersuchung bei bekannter 
Mutation nachzuweisen. Die DHPLC ist zur Voruntersuchung der DNA-Proben aus 
mehrfacher Hinsicht sinnvoll. Zum einen lässt sich die Diagnose ATRX-Syndrom durch zu 
wenige publizierte Fälle als auch eine große Bandbreite der klinischen Charakteristika 
klinisch selten eindeutig stellen. Differentialdiagnostisch sind andere mentale 
Retardierungssyndrome im Einzelfall schwer abgrenzbar, die Untersuchung des ATRX-Gens 
ist daher in der Mehrzahl der Fälle eine Ausschlussdiagnostik. Zum anderen sind die Kosten 





11.000 Basenpaaren mit insgesamt 35 Exons sehr hoch. Zuletzt ist eine Voruntersuchung des 
ATRX-Gens bei dem Wunsch praktizierender Ärzte nach schnelleren Diagnostikergebnissen 
und gleichzeitig steigenden genetischen Analysezahlen sinnvoll.  
Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung der DHPLC als ökonomische, sehr sensitive und 
effiziente Methode zur Diagnostik bei Patienten mit Verdacht auf ATRX-Syndrom. Es sollen 
höchste Sensitivität und Spezifität der DHPLC sowie eine Zeitersparnis durch eine reduzierte 
Anzahl an Arbeitsschritten, einen hohen Probendurchsatz und durch die Semi-
Automatisierung mit einer schnellen Analysezeit ermöglicht werden. Die Forderung nach 
niedrigen finanziellen Ausgaben soll durch qualitativ hochwertige aber preiswertere 
Materialien als bei der Sequenzierung realisiert werden. Zudem soll die etablierte Methode 
der DHPLC kompatibel im Routinebetrieb eines molekulargenetischen Labors sein.  
Diesen Anforderungen entsprechend, müssen zunächst für einige Bereiche kodierender 
Regionen die im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig noch nicht vorliegenden 
PCR (Polymerase Chain Reactions)-Protokolle erarbeitet werden. In einem nächsten 
Arbeitsschritt werden für den gesamten kodierenden Bereich des ATRX-Gens bestmögliche 
Analysetemperaturen und Pufferkonzentrationen für die DHPLC festgelegt. Im Anschluss 
erfolgt die Überprüfung der Sensitivität der ermittelten Chromatographieparameter anhand 
bekannter Sequenzvariationen.  
In einem zweiten Schritt werden 38 DNA-Proben von Patienten des Instituts für 
Humangenetik der Universität Leipzig mit Verdacht auf das ATRX-Syndrom mittels DHPLC 
und Sequenzierung untersucht. Sequenzabweichungen, die durch DHPLC und Sequenzierung 
bei Patienten gefunden werden, müssen mit internationalen Datenbanken abgeglichen werden, 
um physiologische SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) von pathologischen Mutationen 
zu differenzieren. Abschließend soll eine Bewertung der Ergebnisse und daraus hervorgehend 
eine Empfehlung zur Verwendung der DHPLC in der Diagnostik bei Verdacht auf ATRX-





2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 DNA-Proben 
2.1.1.1 DNA-Proben zur Bestimmung der DHPLC-Parameter 
Zur Etablierung der Untersuchungsparameter der DHPLC wurde anonymisierte Wildtyp-
DNA sowie DNA-Material von fünf Patienten des Instituts für Humangenetik der Universität 
Leipzig mit Verdacht auf ATRX-Syndrom mit insgesamt sieben bekannten 
Sequenzvariationen verwendet (p.N179S in Fragment 7, SNP c.595-36T>C in Fragment 8, 
Mutationen p.R246C und p.A238P in Fragment 9, SNP c.3943+143A>G in Fragment 11, 
SNP c.4557+33G>A in Fragment 15, p.G1900fs in Fragment 24/25). Die Wildtyp-DNA 
stammte von Patienten, bei denen der klinische Verdacht auf ATRX vorlag und bei denen 
nach Vollsequenzierung des Gens keine Mutation gefunden wurde. Kontroll-DNA zur 
Häufigkeitsangabe von Polymorphismen stammte aus anonymisierten Proben der DNA-Bank 
des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig. 
2.1.1.2 DNA-Proben von Patienten des Instituts für Humangenetik der 
Universität Leipzig 
Des Weiteren wurde die DNA von 38 Patienten im ATRX-Gen untersucht. Dieses 
Untersuchungsmaterial (EDTA-Blut oder DNA des Patienten) wurde entweder bei klinisch 
begründetem Verdacht auf ATRX-Syndrom oder differentialdiagnostisch zum Ausschluss 
dessen von behandelnden Kinderärzten oder klinischen Genetikern eingesandt. Andere 
Einschlusskriterien galten nicht. Die eingesandten Proben waren ausschließlich Material 
männlicher Patienten. Bei Mutationsnachweis folgten Untersuchungen zum 
Konduktorenstatus der Angehörigen.  
Die insgesamt 38 Patienten wurden in zwei Gruppen, nachfolgend Patientengruppe A und 
Patientengruppe B genannt, eingeteilt. In Patientengruppe A befanden sich 29 der 38 




Patienten. Diese waren im Vorfeld bereits in den Exons 7-9, 16-27, 29, 34, 35 sequenziert 
worden und wurden im Rahmen dieser Arbeit in den fehlenden Exons nachsequenziert. 
Aufgrund mangelnder DNA-Menge musste auf die Untersuchung der Exons 9e-9k bei 11 der 
29 Patienten verzichtet werden. Zur vollständigen Diagnostik wurden fehlende Exons 
bevorzugt sequenziert. Die parallele Untersuchung mittels DHPLC erfolgte bei ausreichender 
DNA-Menge.  
In Patientengruppe B befanden sich die verbleibenden 9 der 38 Patienten. Die DNA-Proben 
dieser Patientengruppe waren zu Beginn dieser Arbeit bisher nicht untersucht. Nach 
Etablierung der DHPLC wurden fünf der neun Patienten in den Exons 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9d, 10-
16, 18/19, 21, 23-31, 33, 35 und vier der neun Patienten in den Exons 1, 3, 4, 9d, 10-16, 18-
21, 23, 24/25, 27-35 unter Verwendung des Polymeraseenzyms Maxima® in der DHPLC 
voruntersucht. Bei auffälligen Chromatogrammen wurden die jeweiligen Exons selektiv 
sequenziert. Die verbleibenden Exons wurden aufgrund limitierter DNA-Mengen zur 
Komplettierung der Diagnostik direkt der Sequenzierung zugeführt. 
2.1.1.3 DNA-Proben aus Oxford, U.K. mit bekannter Mutation zur Überprüfung 
der DHPLC-Parameter 
Nach Anfrage stellte Prof. Richard Gibbons, Mitarbeiter des Weatherall Institute of Molecular 
Medicine, Oxford, U.K., und einer der führenden Wissenschaftler auf dem Gebiet der ATRX-
Forschung, dieser Arbeit freundlicherweise 17 weitere Positivkontrollen von bekannten 
ATRX-Patienten zur Verfügung. 3 der 17 Mutationen (p.N179S, p.R246C und p.G1900fs) 
lagen dem Institut für Humangenetik Leipzig bereits vor. Die verbleibenden 14 Mutationen 
waren bisher nicht vorhanden.  
Jede der aus Oxford eingesandten Proben wurde der DHPLC-Untersuchung zugeführt. Die 
Proben wurden mit Maxima® und AmpliTaq Gold® amplifiziert und vergleichend in der 
DHPLC mit den in Abschnitt 3.2 beschriebenen, etablierten Parametern untersucht. Nicht 
mittels AmpliTaq Gold® untersucht werden konnten die Mutationen in Exon 20, 22 und 29 
aufgrund mangelnder DNA-Mengen.   
Die Qualität jeder DNA-Probe wurde photometrisch geprüft. Eine Phenolreinigung wurde bei 
einer Abweichung des O.D. Quotienten 260/280 von 1.8 vorgenommen. Die DNA-
Konzentration betrug durch standardisierte Templatelösungen konstant 40 ng/µl.  




2.1.2 Technische Geräte und Gebrauchsmittel 
Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte und Hilfsmittel sind in Tabelle 1 erfasst. 
Tabelle 1: Technische Geräte und Hilfsmittel 
Gerät/Hilfsmittel Firma/Hersteller 
BioDoc-It System, 2UV Transilluminator UVP, Upland, USA 
Cycler 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Cycler Gene Amp 2400 PCR System Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Cycler Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg 
Cycler PCR Sprint Hybaid, Thermols 
Cycler Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Drucker HP DeskJet 1600 C Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA 
Drucker HP DeskJet 840 C Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA 
Drucker HP LaserJet 1320 Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA 
Drucker Konica Minolta Magicolor 4650 EN Konica Minolta Business Technologies Inc., Tokio, 
Japan 
Drucker Video Graphic Printer UP-895 CE Sony, Shinagawa, Tokio, Japan 
Edding Stift, wasserfest, (schwarz, blau, rot) Ahrensburg 
Electrophoresis Power Supply ST606 GIBCO BRL Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA  
Elektrophoresekammern BlueMarine 200 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Elektrophoresekammern Horizon 11.14 Life Technologies Inc.  
Kühlschrank Liebherr Premium Liebherr, Biberach an der Riß 
Laborwaage PB602 Mettler, Toledo 
Magnetrührer Ikamag® ret IKA-Labortechnik, Staufen 
Magnetrührer SLR Schott Schott Instruments GmbH, Mainz 
Membranvakuumpumpe MZ 2C  Vaccubrand, Wertheim 
Mikrotiterplatten, 96 x 200 μl Roth, Karlsruhe 
Mikrowelle Micromat AEG 
Pipette 10, 20, 100, 200, 1000 μl Gillson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Eppendorf, Hamburg 
Sequenzierautomat, Abi Prism 377 Perkin Elmer, Foster City, Kalifornien, USA 
Spektrophotometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
Tiefkühlschrank, groß Bosch bzw. Liebherr 
Premium 
Bosch, Stuttgart/Liebherr, Biberach an der Riß 
Tiefkühlschrank, klein Bosch bzw. Liebherr 
Premium 
Bosch, Stuttgart/Liebherr, Biberach an der Riß  
Vortexer Agitateur Top-Mix 11118 Fisher Scientific, Illkirch, Frankreich 





Vortexer Thermomixer 5436, 5437 Eppendorf, Hamburg 
Vortexer VF 2 IKA®-Labortechnik, Staufen 
WAVE® DNA Fragment Analysing System inkl. D 
7000 Interface, L7250 Autosampler, L 7250 Peltier 
Cooling Pack, L 7310T Oven, L 7400 UV-Detector, 
L7100 Pump, DNA Sep Column 
Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Biofuge primo Heraeus, Osterode 
Zentrifuge Mini Spin Plus Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge PicoFuge  Stratagene, Heidelberg 
Zentrifuge Qualitron DW-41 Qualitron, Karachi, Pakistan 
Pipetten- und Primerständer, Abwurfständer, Spa-
tel, Messzylinder, Erlmeyerkolben, Bechergläser, 
Magnet, Klammern  
 
2.1.3 Primer 
Die Primer wurden von der BioTeZ Berlin-Buch GmbH und Invitrogen, Life Technologies, 
Darmstadt käuflich erworben. Den Herstellerangaben entsprechend wurden die 
Originalprimer aufgelöst, so dass eine 5 pmol/µl Lösung entstand. Im nächsten Schritt 
erfolgte die Herstellung einer 10 pmol/µl Gebrauchslösung aus dieser Stammlösung. Die 
Primersequenzen für die einzelnen Fragmente sind in Tabelle IV des Anhangs zu finden. Sie 
waren im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig erprobt und lagen zu Beginn der 
Arbeit vor.  
Jedes Exon wurde mit den angrenzenden Intron-Bereichen als jeweils ein Fragment 
amplifiziert. Die Exons 18/19 sowie 24/25 konnten jeweils gemeinsam als ein DNA-Fragment 
amplifiziert werden. Exon 9 wurde bei einer Anzahl von 3.074 Basenpaaren in zehn einzelne 
Abschnitte zergliedert. Die Protokolle für die Fragmente 9, 9c, 9d lagen dem Institut bereits 
vor. Die Primersequenzen für die Fragmente 9e bis 9k wurden der Publikation Nelsons 
entnommen [Nelson et al. 2005]. Im Rahmen der experimentellen Arbeit wurde Fragment 9a 
hergestellt (Primersequenzen siehe Nelson et al. 2005). Dieses Amplikon umfasste ebenso 
den kodierenden Bereich zu Beginn des Exons 9, war jedoch im Vergleich zu Fragment 9 um 
270 Basenpaare verkürzt. Die Sequenz der neuen Primerpaare für Exon 28 entstammt der 




Publikation Wada et al. 2006. Nach Abschluss der vorliegenden Arbeit umfassten die 
Amplifikate das gesamte ATRX-Gen. 
2.1.4 Puffer 
Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
Tabelle 2: Puffer 
Puffer Firma/Hersteller 
TBE (108 g Tris, 55 g Borat, 40 ml EDTA 0,5 M ad 
1000 ml a.d., pH 8) 
Tris: Serva, Heidelberg bzw. BioRad 
Borat: Merck, Darmstadt 
EDTA: Amresco, USA 
1x TE (n. Maniartis: 1,21 g Tris [10 mmol], 1 mM 
EDTA auf 1000 ml, pH 7,5) 
Tris: Serva, Heidelberg bzw. BioRad 
EDTA: Amresco, USA 
Puffer A = WAVE Optimized® Buffer A 
(0.1 M TEAA) 
Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Puffer B = WAVE Optimized® Buffer B 
(25 % Acetonitril, 0.1 M TEAA, pH 7,0)  
Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Puffer C = (75% AcN) 750 ml AcN mit 250 ml 
HPLC-Wasser 
Jeweils zu 500 ml selbst hergestellt 
Puffer D = (8% AcN) 40 ml AcN mit 460 ml 
HPLC-Wasser 
Jeweils zu 500 ml selbst hergestellt 
2.1.5 Chemikalien und Reagenzien 
Die Chemikalien und Reagenzien sind in Tabelle 3 erfasst. 
Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalie/Reagens Firma/Hersteller 
Agarose: 2% in 250 ml 1x TBE Serva, Heidelberg 
Alconox® (1 % Waschlösung) Aldrich, Milwaukee, USA 
Ammoniumpersulfat (APS): 50 mg auf 500 μl 
HPLC-Wasser 
Amresco, Solon, USA 
Bromphenolblaulösung (BPS) 
0,25 % Bromphenolblau und 40 % Saccharose gelöst 
in HPLC-Wasser 
Serva, Heidelberg 
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
dNTPs (100 mMol): je 20 μl dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP auf 1 ml HPLC-Wasser 
Amersham, GE Healthcare, UK 





EDTA-Stammlösung (0,5 M) Sigma, Steinheim 
Ethanol 96% p.a. Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid (1% Lösung) Serva, Heidelberg 
Formamid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Harnstoff (Urea) Bio-Rad, Hercules, USA 
HPLC-Wasser Baker, Deventer, Niederlande 
Isopropanol 90% p.a. Merck, Darmstadt 
Ladder, 100bp (100-1600 bp) Gebrauchslösung: 
10% Konzentrat + 10% 10x BPS + HPLC-Wasser 
Amersham, Life Science, Braunschweig 
Natriumacetat (3M, pH 4,6) Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Natriumhydroxid (5M) Merck, Darmstadt 
PAGE-Plus Concentrate 40% E562 Amresco, Solon, USA 
TEMED Amersham Pharmacia Biotech, Schweden 
TEAA (2M, pH 7,65) Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
WAVE® Low-Range Mutation Standard Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
WAVE® High-Range Mutation Standard Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
2.1.6 Enzyme 
Zur Amplifikation der DNA-Fragmente für DHPLC und Sequenzierung stand dem Institut für 
Humangenetik der Universität Leipzig das Enzym Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase 
(Fermentas) zur Verfügung. Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind mit dazu 
gehörigen Reagenzien in Tabelle 4 aufgezeigt. Sie werden in dieser Arbeit in ihrer Kurzform 
mit Maxima®, AmpliTaq Gold®, High Fidelity und Optimase® benannt. 
Tabelle 4: Enzyme 
Enzym Firma/Hersteller 
Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase 
Dazu gehörig: 
- 10 x Hot Start PCR Buffer 
- 25 mM MgCl2 
Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario, 
Canada 
AmpliTaq Gold® with Gene Amp® 
Dazu gehörig: 
- 10 x PCR Gold Buffer 
- 25 mM MgCl2 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
High Fidelity PCR Enzyme Mix Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario, 






- 10 x PCR Buffer 
- 10 x PCR Buffer mit 15mM MgCl2 




- PCR Buffer 
- MgCl2 
Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Proteinase K (siehe Kits) Invitek, Berlin-Buch 
2.1.7 Kommerzielle Kits 
Die verwendeten kommerziellen Kits finden sich in Tabelle 5. 
Tabelle 5: Kommerzielle Kits 
Kit Firma/Hersteller 
Invisorb Blood Giga Kit (inkl. Proteinase K) Invitek, Berlin-Buch 
QIAQuick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
2.1.8 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 6 enthält die Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien. 
Tabelle 6: Weitere Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Firma/Hersteller 
Einmalspritze, 50 ml Braun, Melsungen 
Einmalwägeschalen Rotilabo® Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Entsorgungsbeutel Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Filterpapier, Faltenfilter Schleicher & Schüll, Dassel 
Filterpapier, Sequenzierfilter Q 2µm, 47mm Schleicher & Schüll, Dassel 
Filtropur S Sarstedt, Nümbrecht 
Handschuhe Rotiprotect® Nitril, M Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Handschuhe, Peha-Soft, S Hartmann, Heidenheim 
Küvette UVette® 220-1600 nm Eppendorf, Hamburg 
PCR Röhrchen Deckel Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 





PCR Röhrchen Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 
Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 μl) Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (250 μl) Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 
Pipettenspitzen Finntip für Finnpipette (1-5 ml) Labsystems, Thermo Electron Corporation, USA 
Pipettenspitzen MiniFlex 2 mm  Sorenson, Salt Lake City, USA 
Probenröhrchen Falcon 15 und 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktions-Röhrchen (0.2 ml) Rotilabo® Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Reaktions-Röhrchen (0.5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg  
Reaktions-Röhrchen (1.5 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Thermal Paper Mitsubishi Paper Mills, Tokio, Japan 
WAVE® DNA Sep COLUMN Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Zellstofftücher Kimtech-Science, fusselfrei Kimberley Clark, Dallas, Texas 
1.5 ml Röhrchen für Primer, MgCl2, dNTPs, Alu-
miniumpapier, Gelkämme 36 well, Abrollklebeband 
 
2.1.9 Software 
Tabelle 7 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Software-Programme. 
Tabelle 7: Software 
Software Firma/Hersteller 
Gene Runner Version 3.05 © 1994  Hashings Software Inc. 
Navigator Software 2.0.0 Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Abi Prism® Software Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Wave®Maker Software  Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
Optimase® ProtocolWriter  Transgenomic®, Omaha, NE, USA 
 
  





Die hier angegebenen Arbeiten wurden im Zeitraum zwischen April 2007 und November 
2009 durchgeführt. 
2.2.1 DNA-Isolierung und Messung 
Die DNA wurde mittels Aussalzungsmethode aus peripherem Blut isoliert. Das Prinzip beruht 
auf der Lysierung der Leukozyten und der Reinigung der DNA aus deren Kernen. Die 
kernlosen Erythrozyten und Thrombozyten wurden verworfen. Zum Abschluss wurde die 
Konzentration der in 1x TE gelösten DNA photometrisch gemessen.  
Vorbereitend für jede zu isolierende DNA wurden jeweils zwei 15 ml, ein 50 ml sowie ein 1,5 
ml Reaktionsgefäß beschriftet. Dem 1,5 ml Röhrchen wurde 1 ml 70%iger Ethanol 
zugegeben. Die pulverisierte Proteinase K des Invisorb Blood Giga Kits wurde durch Zugabe 
von 1,5 ml HPLC-Wasser aufgelöst und bei -20°C gelagert. 30 ml Puffer 1-Konzentrat aus 
dem Kit wurden mit 9970 ml HPLC-Wasser auf insgesamt 1,0 Liter aufgefüllt und bei 4°C 
gelagert. Jeder Umfüllvorgang wurde von einer zweiten Person gegengelesen, um 
Verwechslungen auszuschließen.  
Im Anschluss wurde das EDTA-Blut in das 50 ml Gefäß gegeben und mit dem verdünnten 
Puffer 1 des Isolationskits auf 50 ml aufgefüllt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur 
inkubiert bis sie hämolysiert waren. Es folgte eine dreiminütige Zentrifugation bei 3.000 
U/min, der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 20 ml Puffer 1 wieder 
aufgeschüttelt und erneut für drei Minuten bei 3.000 U/min zentrifugiert, der Überstand 
verworfen. Im nächsten Arbeitsschritt wurden 3 ml Puffer 2 aus dem Kit und 50 μl Proteinase 
K zugegeben und das Pellet kräftig geschüttelt. Im Anschluss wurden die Proben eine Stunde 
im Wasserbad bei 60°C inkubiert. Danach wurden die Proben in 15 ml Reaktionsgefäße 
umgefüllt und 1,8 ml Puffer 3 aus dem Kit zugegeben und 20 Sekunden kräftig auf dem 
Vortexer geschüttelt. Es folgte eine Inkubation von fünf Minuten im Kühlschrank. Im 
nächsten Schritt wurden die Proben 15 Minuten bei 5.000 U/min zentrifugiert und der 
Überstand in das zweite vorbereitete 15 ml Röhrchen überführt. Im Anschluss wurde das 
gleiche Volumen an Isopropanol zum Überstand gegeben und vorsichtig geschwenkt. Die 




DNA fiel als eine weißliche Flocke aus. Diese Flocke wurde in ein 1,5 ml Röhrchen überführt 
und in 96%igem Ethanol sechs Minuten bei 8.000 U/min gewaschen. Danach wurde das 
Ethanol abpipettiert und die DNA-Flocke im Röhrchen auf einem Schüttler bei 50°C 
getrocknet. Nach ca. 15 Minuten wurde die DNA-Flocke, je nach Größe, durch Zugabe von 
50 µl bis 1500 μl 1x TE gelöst. Diese geschätzte Menge 1x TE wurde auf dem 1,5 ml 
Röhrchen notiert. Bei zu geringer 1x TE-Menge konnte nach Messung der DNA-
Konzentration erneut 1x TE hinzugegeben werden. Bei zu hohem 1x TE-Anteil konnte die 
DNA durch erneutes Ausfällen und Auflösen konzentriert werden. 
Für die Konzentrationsmessung der DNA wurden je zwei 0,5 ml Probenröhrchen beschriftet 
und mit 95 µl HPLC-Wasser gefüllt. Die DNA wurde geschwenkt, abzentrifugiert und jeweils 
5 μl in beide Röhrchen gegeben. Bei sehr geringen DNA-Volumina unter 250 μl wurden nur 2 
μl DNA mit 48 μl HPLC-Wasser verdünnt. Anschließend wurden die Röhrchen geschwenkt, 
abzentrifugiert und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde 
das Mischungsverhältnis am Photometer eingegeben (2 + 48 bzw. 5 + 95) und ein Leerwert 
mit HPLC-Wasser gemessen. Hierfür wurden 100 μl HPLC-Wasser in eine Küvette pipettiert 
und photometrisch bestimmt. Dieser Wert wurde im Photometer als Nullwert gespeichert. 
Nach der Inkubation der DNA wurden die Röhrchen erneut geschwenkt und abzentrifugiert 
und ebenso nacheinander in eine Küvette pipettiert und gemessen. Konzentrationen zwischen 
300 – 500 μg/ml und ein Faktor zwischen 1,8 und 2,0 waren akzeptierte Werte in dieser 
Arbeit. 
2.2.2 Phenolreinigung  
Eine Phenolreinigung von DNA wurde bei zu geringer DNA-Qualität, beispielsweise durch 
einen zu hohen Proteingehalt, vorgenommen.  
Die mutationstragenden Positivkontrollen der Exons 20 sowie 22 wurden jeweils im 
Verhältnis 1:1 mit Phenol gemischt, das Gemisch fünf Minuten geschwenkt und danach fünf 
Minuten bei 10.000 U/min zentrifugiert. Anschließend wurde die obere, wässrige Phase, in 
der sich die Nukleinsäuren befinden, abgezogen, in ein neues Röhrchen überführt und mit 
einem Phenol-Chloroform-Gemisch (1:1) im Verhältnis 1:1 versetzt. Es folgten fünf Minuten 
Schwenken, fünf Minuten bei 10.000 U/min Zentrifugieren und das anschließende Pipettieren 




der oberen Phase in ein neues Röhrchen. Zu dieser Phase wurde nun das gleiche Volumen 
Chloroform zugegeben, fünf Minuten geschwenkt, fünf Minuten bei 10.000 U/min 
zentrifugiert und erneut die obere Phase abgezogen und in ein neues Röhrchen überführt. Nun 
wurde diese Phase mit 3 µl 3 M Natriumacetat pro 100 µl Lösung versetzt. Anschließend 
wurde die DNA unter Verwendung von zwei Volumina 96%igem Alkohol ausgefällt und 
geschwenkt. Die entstandene DNA-Flocke wurde zehn Minuten bei 14.000 U/min 
zentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. Im Folgenden wurde die DNA-
Flocke in 70% Alkohol gewaschen und bei 8.000 U/min für sechs Minuten zentrifugiert. 
Danach wurde der Alkohol abpipettiert und die DNA auf dem Schüttler bei 50°C getrocknet. 
Nachdem der gesamte Alkohol verdunstet war, wurde die DNA in 1x TE-Puffer gelöst. Die 
Menge 1x TE richtete sich nach der Größe der DNA-Flocke. 
2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Das ATRX-Gen wurde mit seinen insgesamt 35 Exons und angrenzenden Intronbereichen 
mittels PCR in 42 Fragmenten amplifiziert [Referenzsequenz dieser Arbeit abrufbar unter: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000489].  
Zur Vorbereitung der PCR wurde zunächst von jeder Patienten-DNA ein 20 μl Template mit 
einer Konzentration von 40 ng/μl aus der Stamm-DNA-Lösung mit HPLC-Wasser hergestellt. 
Anschließend wurde die 25 mmol/l MgCl2 Stammlösung auf 15 mmol/l Gebrauchslösung mit 
HPLC-Wasser verdünnt. 
Pipettiert wurden für jedes Exon die DNA-Probe und ein Leerwert (selbe Menge an HPLC-
Wasser anstelle der DNA-Probe) nach Tabelle V im Anhang dargestellten Protokoll, welches 
im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig vorlag. 
Nach Zentrifugation der Röhrchen wurde die PCR mit dem in Tabelle 8 beschriebenen 
Programm durchgeführt. X entspricht hierbei der spezifischen Annealingtemperatur für das zu 
amplifizierende Fragment. Die Annealingtemperaturen und Produktgrößen für die jeweiligen 
Fragmente finden sich im Anhang in Tabelle VI. 
 




Tabelle 8: Allgemeines PCR-Cycler-Programm zur Amplifikation von Fragmenten mit Maxima® 
PCR-Methodenschritt Temperatur Zeitdauer 
Initiale Denaturierung 94°C 10 min 
30 Zyklen:   
Denaturierung 94°C  1 min 
Annealing X°C 1 min 
Elongation 72°C 1 min 
Finale Extension 72°C 7 min 
 4°C  
 
Mittels des vorliegenden PCR-Protokolls des Instituts für Humangenetik der Universität 
Leipzig fand sich in Exon 17 eine unspezifische Bande, in Exon 28 ein spezifisches, aber nur 
sehr schwaches PCR-Produkt. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die PCR-Bedingungen 
in Exon 17 optimiert und neue Primerpaare mit dazugehöriger PCR für Exon 28 sowie 9a und 
9e - 9k etabliert. Hierfür wurden die Schmelztemperaturen der Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer mittels GeneRunner berechnet und aus dem Mittelwert der 
Schmelztemperaturen hervorgehend eine Annealingtemperatur um 4°C weniger 
angenommen. Mittels Temperaturgradienten-PCR wurden verschiedene Temperaturen 
getestet und experimentell optimale Annealingtemperaturen ermittelt. Eine detaillierte 
Darstellung der Schmelztemperaturen und der getesteten Temperaturbereiche für die neuen 
Primer findet sich in Tabelle VII im Anhang.  
Die optimalen Magnesiumkonzentrationen für die neuen PCR-Primer wurden ebenso 
experimentell ermittelt. Um langfristig zeit- und somit kosteneffizient zu arbeiten, wurden in 
Anlehnung an die vorliegenden PCR-Protokolle des Instituts für Humangenetik der 
Universität Leipzig Magnesiumkonzentrationen von 2 mmol/l und 2,5 mmol/l einer 15 
mmol/l Magnesiumlösung in einem Gesamtansatz von 25 µl verwendet.  
Des Weiteren fanden in dieser Arbeit die Polymeraseenyme AmpliTaq Gold®, Optimase® 
und High Fidelity Verwendung. Für die Amplifikation der Exons mit AmpliTaq Gold® 
wurden die PCR-Protokolle der Maxima® Polymerase (Fermentas) verwendet. Tabelle 9 
zeigt die Pipettierschemen für Optimase® (links) und High Fidelity (rechts) im Fragment 9.  




Für die PCR mit Optimase® lagen dem Institut für Humangenetik der Universität Leipzig 
zwei Pipettierschemen (Ansatz 1 und 2) vor. Für die Amplifikation mit High Fidelity 
bezeichnet Ansatz 2 das Pipettierschema laut Herstellerangaben, Ansatz 1 das im Institut 
vorliegende, modifizierte Protokoll.  
Tabelle 9: Pipettierschemen für die PCR-Reaktion des Fragments 9 mit Enzym Optimase® (links) und 
High Fidelity (rechts) 
Optimase® High Fidelity 
Reagens Ansatz 1 Ansatz 2 Reagens Ansatz 1 Ansatz 2 
HPLC-Wasser 16,7µl 15,5µl HPLC-Wasser 15,8µl 15,3µl 
Puffer mit MgSO4 2,5µl 2,5µl Puffer mit MgCl2 - 2,5µl 
   Puffer ohne 
MgCl2 
2µl - 
   Stamm-MgCl2 1µl - 
dNTP 2µl 2µl dNTP 2µl 2,5µl 
Primer F 1µl 1µl Primer F 1µl 1µl 
Primer R 1µl 1µl Primer R 1µl 1µl 
Optimase® 0,5µl 0,5µl High Fidelity 0,2µl 0,2µl 
DNA  1,3µl 2,5µl DNA  2µl 2,5µl 
Gesamt 25µl 25µl Gesamt 25 µl 25µl 
 
In Tabelle 10 sind die Cycler-Programmierungen für die Polymeraseenzyme Optimase® und 
High Fidelity zu sehen. Für die Festlegung der Optimase®-PCR-Reaktion wurde der 
Optimase® ProtocolWriter [http://dhplc.com/md/MD.com/screens/optimase/OptimaseInput.-
html?action=none] verwendet. Die PCR-Programmierung für das Enzym High Fidelity folgte 
den Herstellerangaben. 




Tabelle 10: Cycler-Programmierung für Fragment 9 mit Optimase® (links) und High Fidelity (rechts) 
Optimase® High Fidelity 
PCR-Methodenschritt Temperatur Zeitdauer PCR-Methodenschritt Temperatur Zeitdauer 
Initiale Denaturierung 95°C 2 min Initiale Denaturierung 94°C 2 min 
30 Zyklen:   30 Zyklen:   
Denaturierung 95°C 0.5 min Denaturierung 94°C 0.5 min 
Annealing 57,2°C 0.5 min Annealing 55°C 0.5 min 
Elongation 72°C 1 min Elongation 72°C 1 min 
Finale Extension 72°C 5 min Finale Extension 72°C 10 min 
 4°C   4°C  
2.2.4 Gelelektrophorese 
Nach der PCR erfolgte die Gelelektrophorese zur Kontrolle der erfolgten Amplifikation der 
DNA-Fragmente und der Reinheit der verwendeten Reaktionssubstrate.  
Zunächst wurde ein 2%iges Agarosegel hergestellt. Dafür wurden in einem Erlenmeyerkolben 
mit Magnetrührer 5 g Agarose in 250 ml 1x TBE gelöst. Die Agarose wurde in einer 
Mikrowelle aufgekocht bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Danach wurde das flüssige 
Gel mit Aluminiumfolie abgedeckt und unter ständigem Rühren bis auf ca. 50°C abgekühlt. 
Anschließend wurde das Gel mit 12,5 μl Ethidiumbromid versetzt und noch einmal auf dem 
Rührgerät vermischt. Das noch flüssige Gel wurde in einen Gelträger mit darin befindlichen 
Gelkämmen gegossen. Nach Abkühlung wurde das feste Gel in die mit 1x TBE gefüllte 
Elektrophoresekammer gesetzt.  
Für die Elektrophorese wurden jeweils 5 μl Probe mit 2 μl BPS vermischt und in eine 
Geltasche aufgetragen. Eine Spannung von 120 V wurde angelegt und nach einer Wanderung 
der Proben von mindestens 3 cm das PCR-Ergebnis bei UV-Licht im Transilluminator 
geprüft. 
2.2.5 Denaturing High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC) 
Auf das Prinzip der Methode wurde bereits im einleitenden Abschnitt eingegangen. Die 
Etablierung der DHPLC und die Analyse der DNA-Proben erfolgten am WAVE® der Firma 




Transgenomic. Vorbereitend für die DHPLC-Analyse erfolgte die Heteroduplexreaktion. Es 
wurden zunächst die notwendigen Hetero- und Homoduplices aus den Ampflifikaten 
hergestellt. Hierfür wurden in Abhängigkeit der Analysetemperaturanzahl jeweils 5-15 μl 
PCR-Produkt einer Patientenprobe im Verhältnis 1:1 mit einer Wildtypprobe vermischt und 
abzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Programmierung des Cyclers wie in Tabelle 11 
beschrieben. 
Tabelle 11: Cycler-Programmierung der Heteroduplexreaktion 
Heteroduplex-Methodenschritt Temperatur Zeitdauer 
Initiale Denaturierung 95°C 5 min 
30 Zyklen:   
Denaturierung 95°C  1 min 
Heteroduplex-Formation -1/Zyklus  
= 95°C –  65°C 
1 min 
Finale Extension 65°C 5 min 
 4°C  
 
Zur Etablierung der DHPLC wurden am WAVE® für jedes Fragment eine oder mehrere 
optimale Analysetemperaturen und passende Acetonitrilkonzentrationen unter Zuhilfenahme 
der Navigator Software ermittelt. Hierfür wurde zunächst der Programmtyp „Mutation“ 
gewählt, das zu etablierende Fragment benannt und die Basenabfolge des Fragmentes 
eingegeben. Aus der eingegebenen DNA-Sequenz wurden durch die Software das 
Schmelzverhalten und die Schmelztemperatur und daraus hervorgehend jeweils eine 
geeignete Analysetemperatur für das Fragment vorgeschlagen.  
Die Etablierung erfolgte in dieser Arbeit bei einem Anteil doppelsträngiger DNA von 75 - 95 
%. Abbildung 2 verdeutlicht diesen Arbeitsschritt am Beispiel des Exons 35. Die Helical 
fraction (Y-Achse) bezeichnet den prozentualen Anteil an doppelsträngiger DNA. Die beiden 
horizontalen Linien markieren den Bereich der helical fraction von 75 % - 95 %. An der X-
Achse ist die Base position, die Basenposition im Fragment, aufgezeichnet. Die durch die 
Navigator Software berechneten Fragmentschmelzprofile sind als farbig unterlegte Kurven 
bei 54.3, 56.3, 57.8, 59.1 und 61.3°C in Abhängigkeit der Basenposition dargestellt.  





Abbildung 2: Helical Fraction vs. Base Position exemplarisch für Exon 35.  
Nachdem für jeden Abschnitt eines Fragmentes eine geeignete Analysetemperatur, bei der   
75 % - 95 % des Abschnittes doppelsträngig vorliegen, festgelegt wurde, wurden die 
Gradienten für die mobile Phase etabliert. Berechnet wurden mittels Navigator Software die 
Start- und Endkonzentrationen der Puffer für die Phasen der Injektion, Elution, Reinigung und 
Äquilibrierung. Die Elutionszeit des Fragmentes wurde durch Optimierung des time shift 
sowie der Puffer B Konzentration auf drei bis fünf Minuten festgelegt. Die Elution der 
Fragmente erfolgte mit einer Flussrate von 0,9 ml/min. Die Puffer B Konzentration wurde 
kontinuierlich um 2 % (0,5 % Acetonitril)/min angehoben. Bei einer UV-Absorption von 260 
nm wurden die eluierten DNA-Fragmente detektiert. Es wurde festgelegt, nach jeder 
Probenanalyse und vor der Äquilibrierung die Säule mit 100 % Puffer C zu waschen. Je Probe 
betrug die Analysezeit insgesamt ca. 8,5 Minuten.  
Nach erfolgter Heteroduplexreaktion wurden jeder Probe die Position im Ständer, das 
Injektionsvolumen, die Anzahl der Injektionen pro Probe, der Programmtyp und ein 
Identifikationsname zugeordnet. Für die Probenanalyse wurde das zu untersuchende Fragment 
mit dazugehörigen, zuvor festgelegten Temperaturen und Puffergradienten aus der Software 
ausgewählt und gespeichert. Die Anforderung an die Peakhöhe im Chromatogramm war 
mindestens 1 mV. Bei geringeren Peakhöhen wurden 8 statt 5 µl Material pro 
Analysetemperatur verwendet. 




Zur Instandhaltung der Geräte und zur Qualitätssicherung erfolgte die routinemäßige 
Entlüftung und Spülung der Pufferkanäle und der Injektionsteile mit Puffer D sowie die 
Systemäquilibrierung. Außerhalb der Probenanalysezeiten wurde die WAVE®-Säule konstant 
bei 0,05 ml/min mit 50 % Puffer B perfundiert. Nach jeweils 100 Injektionen wurde ein 
Waschprogramm (HotWash) bei jeweils 75°C mit zunächst 75 % Acetonitiril (Puffer C)-
Spülung für 20 Minuten, gefolgt von Puffer A/B 50 %/50 % für 15 Minuten durchgeführt. 
Nach 1.000 Injektionen erfolgte ein Waschprogramm (Reverse-HotWash) mit Austausch des 
Inline-Filters. Hierzu wurde die DNA-Säule des WAVE®-Systems gewendet, der Inline-
Filter entfernt und mit einem Anschlusstück ersetzt und erneut bei einer Flussrate von 0,9 
ml/min das gesamte WAVE®-System zunächst mit Puffer C für 20 Minuten und im 
Anschluss Puffer A/B 50 %/50 % für 15 Minuten bei 75°C gespült. Danach wurde ein neuer 
Inline-Filter eingesetzt und die Säule erneut gewendet. Nach jedem Inline-Filter- oder 
Säulenwechsel, nach jedem Ausschalten des WAVE®-Gerätes sowie nach jeweils 5.000 
Injektionen wurde der Ofen bei 56°C und 70°C kalibriert, um Differenzen zwischen 
angezeigter Ofentemperatur und tatsächlicher Säulentemperatur auszuschließen. Hierfür 
wurden die kommerziell erwerblichen WAVE® Low-Range und High-Range Mutation 
Standards der Firma Transgenomic verwendet. 
Zur Auswertung der Chromatogramme wurden mindestens vier bekannt negative Kontrollen 
zum Vergleich aufgerufen. Als detektiert galten die Sequenzvariationen im Vergleich zum 
Wildtyp bei Darstellung von Doppel-, Tripel- oder Quadrupelpeaks. Verbreiterte 
Schmelzkurven, zusätzliche shoulders oder verkürzte Retentionszeiten galten in der 
vorliegenden Arbeit als hinweisend, jedoch nicht als eindeutig detektiert. In diesem Falle 
wurden weitere Temperaturen in an- und absteigender Gradzahl mit dazugehörigen time shifts 
und Puffergradienten festgelegt. 
Nach Etablierung der DHPLC erfolgte die Untersuchung der noch ausstehenden Fragmente 
der Patientengruppe A vergleichend mit DHPLC und Sequenzierung. In Patientengruppe B 
sollte die DHPLC zur Voruntersuchung dienen. Bei der Darstellung von Fragmenten als 
Doppel-, Tripel- oder Quadrupelpeaks in der DHPLC wurden diese im Anschluss direkt 
sequenziert. Bei Peakprofilen im DHPLC-Chromatogramm, die einem bereits bekannten 
Polymorphismus ähnelten, wurde das Fragment sequenziert, um weitere Sequenzvariationen 
nicht zu verpassen. 




2.2.6 Reinigung der PCR-Produkte 
Vor jeder Sequenzierung erfolgte mit dem QIAQuick PCR Purification Kit die Reinigung der 
PCR-Produkte, um die Qualität der Sequenzierergebnisse zu erhöhen. Dabei wurde die DNA 
an eine Kieselsäuremembran gebunden, die PCR-Restbestandteile wurden mit Waschpuffer 
entfernt und im Anschluss die DNA von der Membran gelöst.  
Ein Volumenteil PCR-Produkt wurde mit fünf Volumenteilen Bindungspuffer (PBI aus dem 
QIAQuick PCR Purification Kit) auf Säulenröhrchen pipettiert. Danach erfolgte die 
Zentrifugation der Säulenröhrchen bei 14.000 U/min für eine Minute, der Durchfluss wurde 
verworfen. Im nächsten Schritt wurden 500 µl Waschpuffer (PE aus dem QIAQuick PCR 
Purification Kit) auf die Säule pipettiert und diese erneut bei 14.000 U/min für eine Minute 
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der gesamte Schritt wurde nochmals wiederholt. 
Im Anschluss wurden die Säulen zum Trocknen für drei Minuten bei 14.000 U/min 
zentrifugiert. Danach wurden die Säulen in beschriftete 1,5 ml Röhrchen gestellt und direkt 
auf jede Säule 15 µl Lösungspuffer (EB aus dem QIAQuick PCR Purification Kit) gegeben. 
Bei schwachen PCR-Produkten wurden nur 10 µl EB hinzugegeben. Es schloss sich eine 
Inkubation der Säulen bei Raumtemperatur für zehn Minuten an, bevor diese letztmalig bei 
14.000 U/min für eine Minute abzentrifugiert wurden. Der Durchfluss in den 1,5 ml Röhrchen 
enthielt nun die gereinigte DNA und wurde bis zum weiteren Verwenden bei -20°C 
aufbewahrt.  
2.2.7 DNA-Sequenzierung 
Die in dieser Arbeit durchgeführte DNA-Sequenzierung beruht auf einer elektrophoretischen 
Auftrennung von mittels fluoreszenzmarkierter ddNTP’s in einer Sequenzierreaktion 
hergestellten Kettenabbruch-Amplifikaten nach dem Sanger-Prinzip.  
Für die Sequenzierreaktion wurden 5 µl HPLC-Wasser, 1 µl Primer F oder R, 2 µl gereinigtes 
PCR-Produkt und 2 µl Premix aus dem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit in 
ein Reaktionsröhrchen gegeben. Waren die PCR-Produkte bereits bei Gelelektrophorese-
Kontrolle schwach sichtbar, so wurde die Konzentration des PCR-Produktes von 2 auf 3 µl 
erhöht und konsekutiv die Menge an HPLC-Wasser von 5 µl auf 4 µl im Sequenzieransatz 
vermindert.  




Nach Zentrifugation der Röhrchen erfolgte die Sequenzierreaktion mit dem in Tabelle 12 
dargestellten Programm. 
Tabelle 12: Programmierung des Cyclers für die Sequenzierreaktion 
Sequenzier-Methodenschritt Temperatur Dauer 
Initiale Denaturierung 96°C 2 min 
25 Zyklen:   
Denaturierung 96°C 10 s 
Annealing 50°C 5 s 
Elongation 60°C 4 min 
 4°C  
 
Nach Beendigung der Sequenzierreaktion erfolgte die Fällung der Proben. Hierfür wurde für 
40 Proben ein Mix aus 870 μl HPLC-Wasser, 20 μl Dextran Blue, 1530 μl 96%igem Ethanol 
und 80 μl 3 M Natriumacetat hergestellt, gevortext und davon je 62,5 μl in jedes 
Mikroröhrchen pipettiert. Bei einer veränderten Probenanzahl wurden die jeweiligen Anteile 
an HPLC-Wasser, Dextran Blue, absolutem Ethanol und Natriumacetat angepasst. Die Proben 
wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut durchmischt und bei Raumtemperatur 
für insgesamt 30 Minuten inkubiert. Nach 15 Minuten Inkubation wurden die Proben 
geschwenkt. Danach wurden die Proben bei 12.000 U/min 30 Minuten zentrifugiert. Das 
Pellet enthielt das Sequenzierprodukt. Der Überstand wurde abgezogen und zu jeder Probe 
wurden 200 μl 70%iger Alkohol zugegeben. Die Proben wurden geschwenkt und danach 
sieben Minuten bei 12.000 U/min zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Überstand abgezogen 
und die Proben in einen auf 95°C erhitzten Cycler gestellt, um die Verdunstung des Ethanols 
zu beschleunigen. Nachdem die Proben getrocknet waren wurde zu jeder Probe 3 μl 
Formamid-Dextran Blue Gemisch zugegeben. Dieses Gemisch wurde im Vorfeld aus 140 μl 
Formamid + 40 μl Dextran Blue hergestellt. Die Proben waren nun zum Sequenzieren bereit.  
Die Sequenzierung erfolgte in dieser Arbeit mithilfe des Plattensequenziergeräts ABI Prism 
377. Die Platten mussten dafür gereinigt und das Gel für jeden Sequenziervorgang neu 
hergestellt werden. Zur Reinigung wurden die Platten in einem ersten Schritt in 5 N NaOH für 
mindestens 12 Stunden inkubiert. Im zweiten Schritt wurden sie mit heißem Leitungswasser 
abgespült. Es schlossen sich drei Spülungen mit Alconox®, fünf Spülungen mit a.d. und drei 




Spülungen mit 90%igem Isopropanol an. Im nächsten Schritt wurden die Platten zum 
Trocknen aufgestellt. Anschließend wurden auf eine der Platten zwei Spacer an die Ränder 
gelegt und die zweite Platte aufgesetzt. Vier niedrige Gummistopfen und zwei höhere Stopfen 
am Kammende wurden zur leichten Schräghaltung der Platten untergelegt. Klammern wurden 
in aufsteigender Stärke von der Laserzone hin zum Kammende angebracht, um die Platten 
eng aneinander zu fixieren.  
Für die Herstellung des Sequenziergels wurden 18 g Harnstoff zu 15 ml HPLC-Wasser in ein 
kleines Becherglas gegeben. Es folgte die vollständige Auflösung des Harnstoffs mittels 
Magnetrührer bei 50°C unter Zugabe eines Gemisches aus 6 ml PAGE-Plus Konzentrat und 5 
ml 10 x TBE. Nach vollständiger Auflösung des Gemisches wurde es mit HPLC-Wasser auf 
50 ml aufgefüllt und anschließend filtriert. Das Filtersystem bestand aus einer oberen 
Kammer mit Deckel, einem Filter mit Filterpapier, und einer unteren Kammer, die als 
Auffangbehälter fungierte. Zum Filtrieren wurde das Gemisch in die obere Kammer gegeben 
und mittels Unterdruck in die untere Kammer durch das Filterpapier filtriert. Der Unterdruck 
wurde durch Anschluss der unteren Kammer an eine Unterdruckpumpe erzeugt. Anschließend 
musste das gesamte System erneut entlüftet werden. Zur Entgasung wurde der 
Unterdruckschlauch abgezogen und wieder aufgesteckt, bis sich keine Blasen mehr bildeten. 
Im Anschluss daran wurden dem Gel 300 μl 10 % Ammoniumpersulfat (50 mg in 500 μl 
HPLC-Wasser) und 20 μl TEMED (Tetramethylethylendiamin) zugegeben.  
Nach Schwenken der Gellösung wurde diese in eine Spritze aufgezogen und unter 
beständigem Klopfen vom Kammende aus zwischen die beiden Platten gespritzt. Der Rest des 
nicht benutzten Gels wurde in einen Messbecher gegeben, um das Festwerden des Gels zu 
kontrollieren. Die großen Gummistopfen wurden entfernt und ein Gelkamm mit den Zacken 
nach außen zeigend eingeführt, um eine glatte Gelkante zu erzeugen. Noch einmal wurden 
Klemmen mit maximalem Zug vorn über dem Kamm angebracht. Um das Gel vor 
Austrocknung zu schützen, wurde eine Folie um das hintere Ende der Glasplatte gelegt. Nach 
30-minütiger Inkubation konnten die Klammern im vorderen Bereich und der Kamm 
vorsichtig entfernt werden.  
Um eine Verunreinigung der entstehenden Slots zu umgehen, wurden Gelreste entfernt und 
die Gelkante mit a.d. sechsmal gespült. Um Kriechströme zu vermeiden, wurde die Platte von 
außen mit einem fusselfreien Tuch trockengewischt. Anschließend konnten die Glasplatten in 




die Halterung eingespannt und die Zähne des Gelkamms 1-2 mm ins Gel geschoben werden. 
Somit entstanden die Slots zum Auftragen der Proben. Bevor der Rahmen in das 
Sequenziergerät eingespannt wurde, wurde die Laserzone der Platte mit a.d. und Isopropanol 
gesäubert. Im nächsten Schritt wurde mit der Funktion Plate Check am Abi Prism 377 der 
Bereich der Laserzone auf seine Fluoreszenzreinheit kontrolliert. War der Scanbereich sauber, 
konnten untere und obere Pufferkammern angeschlossen und mit 1x TBE gefüllt werden. Das 
1x TBE wurde frisch aus 100 ml 10x TBE und 900 ml a.d. hergestellt. Die Heizplatte wurde 
eingesetzt und ebenfalls angeschlossen. Nun erfolgte ein Pre-Run, um die Elektrophorese zu 
kontrollieren und das Gel aufzuwärmen. Bei 35°C und 47°C wurden die Slots mit 1x TBE 
gespült, um eventuelle Luftblasen durch das Befüllen der oberen Pufferkammer zu entfernen. 
Während der Heizphase des Sequenzers wurden die Proben bei 95°C zwei Minuten 
denaturiert. War die Solltemperatur des Sequenzers von 51°C erreicht, wurden zunächst die 
Proben in Slots aufgetragen, die eine ungerade Nummer besaßen. Nach zwei Minuten waren 
die aufgetragenen Proben im Sequenziergel bereits gewandert und die geraden Slots wurden 
mit Proben befüllt, die obere Pufferkammer abgedeckt und der Sequenzier-Run gestartet.  
Die Sequenzierung erfolgte in 5´ – 3´ Richtung. Die Fragmente 9k, 16, 22, 26 und 34 wurden 
aufgrund der Lage des Vorwärtsprimers nahe des kodierenden Bereichs primär in 3´ – 5´ 
Richtung sequenziert. Fragment 18/19 sowie Fragmente mit bisher im Institut für 
Humangenetik der Universität Leipzig nicht vorliegenden Sequenzvariationen wurden stets 






3.1 Ergebnisse der Etablierung und Optimierung der PCR als 
Voraussetzung für die Etablierung der DHPLC 
Initial wurde die PCR-Methode von 34 auf 30 Zyklen reduziert. Im Ergebnis wurde die 
Chance minimiert, zu viele fehlerhafte Nukleotide einzubauen und zudem die PCR-Zeit 
verkürzt. Eine Minderung der Quantität oder Qualität der PCR-Produkte ergab sich nicht.  
Mittels Temperaturgradienten-PCR konnte für Exon 17 eine neue Annealingtemperatur 
etabliert werden. Die Abbildung 3 zeigt die elektrophoretische Auftrennung des PCR-
Produktes des Exons 17 bei Annealingtemperaturen im Bereich von 49°C bis 55°C. Bei 54°C 
und 55°C ist eine Bande zu sehen, die ein spezifisches Produkt kennzeichnet. In niedrigeren 
Temperaturen von 49°C bis 53°C entstehen unspezifische Nebenprodukte, die durch mehrere 
Banden gekennzeichnet sind. 
              
Abbildung 3: Gelelektrophorese der Temperaturgradienten-PCR im Exon 17. In der Abbildung ist die 
elektrophoretische Auftrennung der Produkte bei v. l. n. r. 49°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C und 55°C zu 
sehen. L = Ladder.  
In Exon 28 erbrachte eine Veränderung der MgCl2-Konzentrationen oder der Annealing-
temperatur keine Verbesserung des PCR-Produktes. Neue Primer mit in der vorliegenden 
Arbeit ermittelter optimaler MgCl2-Konzentration und einer Annealingtemperatur von 60°C 
ermöglichten auch in diesem Fragment quantitative und qualitativ gute Ergebnisse. Die 





übrigen Parameter sowie PCR-Reaktionsbedingungen blieben davon unberührt. Tabelle 13 
zeigt das etablierte Pipettierschema für die neuen Primer des Exons 28.  
Tabelle 13: PCR-Pipettierschema für die neuen Primer des Exons 28 
Exon 28 
Reagenzien Menge 
10 x Puffer 2,5 μl 
MgCl2 (15 mmol/l) 4,15 μl 
dNTPs (2 mmol/l) 2,5 μl 
Maxima® (5 U/l) 0,2 μl 
HPLC-Wasser 12,8 μl 
DNA (40 ng/µl) bzw. HPLC-Wasser im LW 2,5 μl 
Primer F (10 pmol/µl) 1 μl 
Primer R (10 pmol/µl) 1 μl 
 
Des Weiteren erfolgte die Erweiterung der PCR-Protokolle für den gesamten kodierenden 
Bereich im Exon 9. Die Fragmente wurden in der vorliegenden Arbeit zu den bereits 
vorliegenden Amplifikaten 9c und 9d alphabetisch fortlaufend mit 9e bis 9k bezeichnet. Der 
Beginn des Exons 9 mit angrenzendem Intronbereich wurde von Fragment 9a umspannt.  
Abbildung 4 zeigt zur Veranschaulichung die Basensequenz des Exons 9 mit angrenzenden 
Intronbereichen und überlappenden Primerpaaren der einzelnen Fragmente. Die Sequenz in 
Großbuchstaben ist der kodierende Bereich, in Kleinbuchstaben sind die Intronbereiche 




























































Abbildung 4: Basensequenz des Exons 9 mit angrenzenden Intronbereichen.  
Mittels Temperaturgradienten-PCR und unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen 
konnten für die Fragmente 9a, 9e bis 9k optimale Bedingungen etabliert werden. 
Exemplarisch sind für die Fragmente 9a und 9e die elektrophoretischen Auftrennungen der 





in einem Bereich von 58°C bis 62°C sowohl bei einer Magnesiumkonzentration von 2 mmol/l 
als auch bei 2,5 mmol/l spezifische und starke PCR-Produkte des Fragmentes 9a entstehen. 
 
Abbildung 5: Elektrophoretischer Nachweis 
spezifischer PCR-Produkte im Fragment 9a bei 
einer Magnesiumkonzentration von 2 mmol/l. 
v.l.n.r.: PCR-Produkt bei einer Annealingtemperatur 
von 58°C, 59°C, 60°C, 61°C und 62°C, L = Ladder. 
 
Abbildung 6: Elektrophoretischer Nachweis 
spezifischer PCR-Produkte im Fragment 9a bei 
einer Magnesiumkonzentration von 2,5 mmol/l. 
v.l.n.r.: L = Ladder, PCR-Produkt bei einer Annealing-
temperatur von 58°C, 59°C, 60°C, 61°C und 62°C. 
 
Abbildung 7 und 8 zeigen die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach 
Temperaturgradienten-PCR in einem Temperaturbereich von 57°C bis 61°C für das Fragment 
9e. In Abbildung 7 sind bei einer Magnesiumkonzentration von 2 mmol/l zwei Banden in 
jeder der Temperaturen zu sehen. Erst bei einer Magnesiumkonzentration von 2,5 mmol/l 
zeigt sich in Abbildung 8 ein starkes und spezifisches Produkt des Fragmentes 9e. 
 
Abbildung 7: Elektrophoretische Auftrennung der 
Fragmente 9e nach Temperaturgradienten-PCR bei 
einer Magnesiumkonzentration von 2 mmol/l. 
v.l.n.r.: PCR-Produkt bei einer Annealingtemperatur 
von 57°C, 58°C, 59°C, 60°C und 61°C, L = Ladder. 
 
Abbildung 8: Elektrophoretische Auftrennung der 
Fragmente 9e nach Temperaturgradienten-PCR 
bei einer Magnesiumkonzentration von 2,5 mmol/l. 
v.l.n.r.: PCR-Produkt bei einer Annealingtemperatur 
von 57°C, 58°C, 59°C, 60°C und 61°C, L = Ladder. 
 
Nach Abschluss der Etablierung und Optimierung der PCR in dieser Arbeit ergaben sich in 
Abhängigkeit des zu vervielfältigenden Fragmentes drei verschiedene Magnesium-
58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 58°C 59°C 60°C 61°C 62°C 






konzentrationen mit dementsprechend angepassten Mengen an HPLC-Wasser. Tabelle 14 
fasst die etablierten PCR-Protokolle für das Institut für Humangenetik der Universität Leipzig 
zusammen.  
Tabelle 14: PCR-Pipettierschema für das gesamte ATRX-Gen 
Exon 32 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 9c, 
9d, 9f, 9h, 9i, 10, 11, 
12, 14, 15, 16, 23, 29, 
30, 31, 33 
4, 7, 9a, 9e, 9g, 9j, 9k, 
13, 17, 18/19, 20, 21, 22, 
24/25, 26, 27, 28, 34, 35 
10 x Puffer 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
MgCl2 (15 mmol/l) 2,5 μl 3,3 μl 4,15 μl 
dNTPs (2 mmol/l) 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
Maxima® (5 U/l) 0,2 μl 0,2 μl 0,2 μl 
HPLC-Wasser 12,8 μl 12 μl 11,15 μl 
DNA (40 ng/µl) bzw. HPLC-
Wasser im LW 
2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
Primer F (10 pmol/µl) 1 μl 1 μl 1 μl 
Primer R (10 pmol/µl) 1 μl 1 μl 1 μl 
 
Tabelle 15 zeigt eine vollständige Auflistung der in dieser Arbeit für jedes Fragment 
festgelegten PCR-Annealingtemperaturen. 









1 60°C 442 bp 9d 60°C 578 bp 
2 57°C 185 bp 9e 57°C 286 bp 
3 58°C 299 bp 9f 62°C 390 bp 
4 57°C 198 bp 9g 58°C 653 bp 
5 55°C 299 bp 9h 62°C 575 bp 
6 57°C 280 bp 9i 62°C 410 bp 
7 55°C 287 bp 9j 62°C 507 bp 
8 57°C 539 bp 9k 62°C 273 bp 
9 55°C 544 bp 10 58°C 311 bp 
9a 60°C 274 bp 11 58°C 634 bp 













13 55°C 245 bp 26 55°C 322 bp 
14 58°C 231 bp 27 55°C 324 bp 
15 62°C 422 bp 28 60°C 400 bp 
16 55°C 238 bp 29 47°C 309 bp 
17 54°C 362 bp 30 55°C 309 bp 
18/19 55°C 568 bp 31 55°C 212 bp 
20 55°C 276 bp 32 55°C 239 bp 
21 55°C 368 bp 33 58°C 237 bp 
22 49°C 181 bp 34 55°C 245 bp 
23 55°C 528 bp 35 55°C 312 bp 
24/25 55°C 509 bp    
 
Im weiteren Verlauf der Arbeit ergab sich die Notwendigkeit, andere Polymeraseenzyme in 
Fragment 9 zu testen. Die PCR mit dem Enzym AmpliTaq Gold® gelang problemlos ohne 
Veränderung von Parametern mit dem Maxima®-PCR-Protokoll.  
Mit den in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Pipettierschemen gelang ohne Anpassung der PCR-
Zyklen und Annealingtemperaturen die Amplifikation des Fragmentes 9 auch mit High 
Fidelity und Optimase®. In Abbildung 9 sind im linken Bild die PCR-Produkte im Fragment 
9 bei Amplifikation mit Optimase® nach Ansatz 1 (links), nach Ansatz 2 (Mitte) und der 
Ladder (rechts) zu erkennen. In der Abbildung 9 im rechten Bild sind die PCR-Produkte im 
Fragment 9 bei Amplifikation mit High Fidelity nach Ansatz 1 (links), nach Ansatz 2 (Mitte) 
und der Ladder zu erkennen. Es wird gezeigt, dass für beide Enzyme sowohl mit Ansatz 1 als 
auch mit Ansatz 2 spezifische und starke PCR-Produkte erzielt werden konnten. 
  
Abbildung 9: Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im Fragment 9 mit Optimase® und 
High Fidelity.    
Optimase® 
High Fidelity 





Für die weitere PCR-Amplifikation in dieser Arbeit wurden für Optimase® und High Fidelity 
jeweils die Ansätze mit geringerer DNA-Konzentration (Ansatz 1) verwendet.  
3.2 Bestimmung der DHPLC-Parameter anhand von Wildtyp-
DNA und bekannten Sequenzvariationen aus DNA-Proben des 
Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig 
Nach Denaturierung und Heteroduplexreaktion der Fragmente erfolgte die DHPLC-Analyse. 
Tabelle 16 zeigt die fragmentspezifisch etablierten Temperaturbereiche sowie die dazu-
gehörigen Puffer B-Konzentrationsbereiche der Start-Parameter. Detaillierte Analyse-
parameter finden sich in Tabelle VIII im Anhang. 
Tabelle 16: Etablierte Analysetemperatur- und Puffer B-Konzentrationsbereiche der Start-Parameter für 
das jeweilige ATRX-Fragment 
Fragment  Etablierter 
Analysetemperaturbereich 
Etablierter Puffer B-Konzentrationsbereich  
der Start-Parameter 
1 60.4 – 64.4°C 60.3 – 56.3%  
2 52.7 – 59.2°C  51.8 – 45.6%  
3 54.3 – 57.3°C 54.7 – 52.0% 
4 56.3 – 58.5°C 50.6 – 48.3% 
5 53.5 – 55.0°C 55.3 – 53.6% 
6 54.7 – 57.5°C 56.1 – 52.0% 
7 54.0 – 59.4°C 54.8 – 49.6% 
8 52.4 – 54.9°C 59.0 – 56.7% 
9 52.1 – 57.7°C 60.1 – 54.4% 
9c 55.3 – 56.1°C 59.4 – 58.8% 
9d 53.7 – 57.4°C 61.0 – 57.1% 
9e 55.0 – 57.2°C 54.3 – 52.6% 
9f 56.1 – 59.1°C 56.9 – 54.0% 
9g 55.1 – 56.3°C 60.1 – 59.4% 
9h 55.6 – 58.0°C 59.4 – 57.1% 
9i 54.8 – 56.0°C 57.2 – 56.5% 
9j 54.3 – 56.3°C 58.7 – 57.0% 
9k 53.2 – 57.5°C 56.8 – 52.6% 





Fragment  Etablierter 
Analysetemperaturbereich 
Etablierter Puffer B-Konzentrationsbereich  
der Start-Parameter 
11 52.5 – 61.3°C 62.5 – 53.6% 
12 54.0 – 58.8°C 56.0 – 51.1% 
13 52.5 – 59.0°C 53.4 – 46.9% 
14 53.3 – 58.0°C 52.8 – 48.1% 
15 52.5 – 59.0°C 61.0 – 54.3% 
16 52.0 – 57.3°C 54.5 – 49.2% 
17 53.9 – 58.5°C 56.3 – 51.6% 
18/19 51.0 – 57.9°C 61.5 – 54.4% 
20 49.5 – 55.9°C 58.1 – 51.9% 
21 52.8 – 57.1°C 57.0 – 52.5% 
22 54.4 – 57.9°C 49.5 – 47.3% 
23 54.0 – 56.8°C 57.4 – 54.6% 
24/25 52.0 – 57.4°C 61.8 – 56.6%  
26 53.1 – 58.3°C 55.9 – 50.4% 
27 53.3 – 56.1°C 56.3 – 53.5% 
28 52.0 – 58.5°C 57.0 – 51.1% 
29 51.0 – 56.3°C 57.6 – 52.3% 
30 51.8 – 58.8°C 58.4 – 51.1% 
31 56.6 – 58.1°C 52.4 – 50.8% 
32 52.0 – 58.3°C 56.5 – 50.3% 
33 55.9 – 58.0°C 52.5 – 51.0% 
34 51.0 – 59.4°C 56.1 – 48.1% 
35 54.3 – 61.3°C 59.4 – 52.4% 
 
Im Anschluss an die Festlegung geeigneter Analysetemperaturen und Pufferkonzentrationen 
erfolgte die DHPLC-Analyse der sieben bekannten Sequenzvariationen aus Patienten-DNA 
des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig. Tabelle 17 fasst die 
Detektionstemperaturen für jedes mit Maxima® amplifizierte Fragment mit zugehöriger 
Sequenzvariation zusammen. In Fragment 7 konnte die Mutation p.N179S bei 54.5, 55.1 und 
57.3°C, in Fragment 8 der Polymorphismus c.595-36T>C bei 52.4, 52.8, 53.6 und 54.3°C 
eindeutig vom Wildtyp differenziert werden. Der Polymorphismus c.4557+33G>A in 





wurde bei 52.0, 53.3, 54.6, 55.3°C detektiert. Die Mutationen p.R246C und p.A238P im 
Fragment 9 wurden nur bei einer Temperatur von 58.5°C detektiert. Der Polymorphismus 
c.3943+143A>G in Fragment 11 stellte sich ebenso bei nur einer Temperatur (61.3°C) zum 
Wildtyp different dar.   
Tabelle 17: Detektionstemperaturen in der DHPLC für Sequenzvariationen des Instituts für 




Fragment Sequenzvariation Detektionstemperatur 
Maxima® 
1 7 c.536A>G; p.N179S  54.5°C, 55.1°C, 57.3°C 
2 8 rs 35268552; c.595-36T>C 52.4°C, 52.8°C, 53.6°C, 54.3°C 
3 9 c.736 C>T; p.R246C 58.5°C 
4 9 c.712 G>C; p.A238P 58.5°C 
5 11 rs 5912227; c.3943+143A>G 61.3°C 
6 15 rs 5912716; c.4557+33G>A 56.1°C, 57.4°C, 57.7°C, 59.0°C 
7 24/25 5721 G>A; p.G1900fs 52.0°C, 53.3°C, 54.6°C, 55.3°C 
 
Die Abbildungen 10 und 11 zeigen bei einer ausgewählten Analysetemperatur die unter-
schiedlichen Chromatogramme der Mutation in Fragment 7 und des Polymorphismus in 
Fragment 8 im Vergleich zum Wildtyp. In Abbildung 10 unterscheidet sich die Mutation 
(braune Kurve) mit einem doppelgipfligen, vorzeitigen Peak zur grünen Kurve der Wildtyp-
DNA deutlich. In Abbildung 11 zeigt die braune Kurve des SNP c.595-36T>C im Vergleich 





Abbildung 10: DHPLC-Chromatogramm der 
Mutation p.N179S in Fragment 7 bei 55.1°C.  
Abbildung 11: DHPLC-Chromatogramm des 






In den folgenden Abbildungen 12 und 13 sind die Chromatogramme des Polymorphismus in 
Fragment 15 und der Mutation in Fragment 24/25 dargestellt. In Abbildung 12 zeigt die graue 
Kurve des SNP einen doppelgipfligen Peak im Vergleich zur lila Kurve des Wildtyps. In 
Abbildung 13 ist die mutationstragende DNA durch drei vorzeitig eluierte, durch die Mutation 
entstandene, Heteroduplicespeaks als rosa Kurve im Vergleich zur dunkellila Kurve der 
Wildtyp-DNA dargestellt. 
   
 
 
Abbildung 14 zeigt das Chromatogramm des Polymorphismus c.3943+143A>G und eines 
Wildtyps in Fragment 11 bei 61.3°C, der einzigen der etablierten Temperaturen bei der eine 
sichere Unterscheidung möglich war. Die grüne Kurve des SNP zeigt im Vergleich zur 
schwarzen Kurve der Wildtyp-DNA zwei Peaks. 
 
Abbildung 14: DHPLC-Chromatogramm des SNP c.3943+143A>G in Fragment 11 bei 61.3°C.  
In Fragment 9 schlug die Navigator Software eine Analysetemperatur von 53.1°C vor (siehe 
Anhang Tabelle VIII). Zusätzlich wurden in dieser Arbeit folgende Temperaturen untersucht: 
Abbildung 12: DHPLC-Chromatogramm des 
SNP c.4557+33G>A in Fragment 15 bei 56.1°C.  
Abbildung 13: DHPLC-Chromatogramm der 






52.1, 52.7, 54.7, 55.2, 57.1 und 57.7°C. Die Mutationen p.R246C und p.A238P in Fragment 9 
konnten jedoch erst bei 58.5°C eindeutig detektiert werden. 
In Abbildung 15 zeigen die oberen zwei Kurven die Mutation p.R246C (hellrot) und die 
Wildtyp-DNA (lila) bei 57.7°C. Hier ist im Vergleich zum Wildtyp lediglich eine dezente 
Peakverbreiterung mit shoulder zu sehen. Die unteren zwei Kurven zeigen die Mutation 
p.R246C (türkis) und die Wildtyp-DNA (dunkelrot) bei 58.5°C. Erst in dieser Temperatur 
gelang eine - wie in dieser Arbeit definierte - eindeutige Detektion der Mutation zum Wildtyp.  
 
Abbildung 15: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.R246C bei 57.7°C und 58.5°C.  
Das Chromatogramm der Mutation p.A238P mit Wildtyp ist in Abbildung 16 auf der 
folgenden Seite dargestellt. Die oberen zwei Kurven zeigen die Mutation p.A238P (schwarz) 
und Wildtyp-DNA (hellrot) bei 57.7°C. Hier ist eine Peakverbreiterung der Mutation im 
Vergleich zum Wildtyp zu erkennen. Die unteren zwei Kurven zeigen die Mutation p.A238P 
(türkis) und Wildtyp-DNA (dunkelrot) bei 58.5°C. Erst bei einer Temperatur von 58.5°C stellt 







Abbildung 16: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.A238P bei 57.7°C und 58.5°C.  
Durch Verkürzen des Fragments 9 von 544 bp auf 274 bp, als Fragment 9a benannt, konnten 
beide Mutationen bei 57.4°C eindeutig zum Wildtyp differenziert werden. Höhere 
Temperaturen als die etablierten waren nicht notwendig. Abbildung 17 zeigt die 
Chromatogramme beider Mutationen im Fragment 9a im Vergleich zum Wildtyp. Die obere 
Kurve zeigt die Mutation p.A238P (rot), die mittlere Kurve zeigt die Mutation p.R246C 
(türkis), die untere Kurve zeigt den Wildtyp (rosa). Beide Mutationen zeigen bei 57.4°C einen 
Doppelpeak im Vergleich zum Wildtyp. 
 
Abbildung 17: DHPLC-Chromatogramm der Mutationen p.R246C und p.A238P sowie der Wildtyp-DNA 
bei 57.4°C in Fragment 9a.   
Unter Beibehaltung der ursprünglichen Länge des Fragmentes 9 stellten sich deutliche 
Unterschiede zwischen verschiedenen Polymeraseenzymen dar. Bei Verwendung von 





Temperatur von 58.5°C sicher detektiert. Im Gegensatz zu Maxima® war jedoch mit 
Optimase® eine deutliche Minderung des Hintergrundrauschens festzustellen. In Abbildung 
18 zeigen die beiden oberen Kurven die Mutation p.R246C mit Maxima® (grün) und 
Optimase® (rosa). Die beiden unteren Kurven zeigen die jeweilig dazugehörigen Wildtypen 
mit Maxima® (türkis) und Optimase® (rot). Zu erkennen ist die deutliche Differenz der 
Kurvenverläufe zwischen Mutation und Wildtyp sowie ein vermindertes Hintergrundrauschen 
bei Verwendung von Optimase®.     
 
Abbildung 18: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.R246C mit Maxima® und Optimase® bei 
58.5°C. 
In Abbildung 19 ergibt sich ein der Abbildung 18 ähnliches Chromatogramm. Die beiden 
oberen Kurven zeigen die Mutation p.A238P sowohl mit Maxima® (rot) als auch mit 
Optimase® (türkis), die beiden unteren Kurven die Wildtypen jeweils mit Maxima® (helllila) 
und Optimase® (dunkellila). Auch hier wird die Differenz der Kurvenverläufe zwischen 
Mutation und Wildtyp bei 58.5°C sowie ein vermindertes Hintergrundrauschen bei 







Abbildung 19: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.A238P mit Maxima® und Optimase® bei 
58.5°C.  
Mit den Enzymen AmpliTaq Gold® und High Fidelity zeigte sich für die Mutationen 
p.A238P und p.R246C ein deutlicher Unterschied zwischen Hetero- und Homoduplices 
bereits ab 57.7°C.  
In Abbildung 20 sind die Chromatogramme beider Mutationen bei Amplifikation mit 
AmpliTaq Gold® zu sehen. Die Mutation p.R246C (braune Kurve) zeigt einen doppel-
gipfligen Verlauf, der Peak der Mutation p.A238P (dunkelgrüne Kurve) zeigt zwei Gipfel mit 
tiefer Kerbe im Vergleich zum Wildtyp (hellgrüne Kurve). Es ist zu erkennen, dass beide 
Mutationen bereits bei einer Temperatur von 57.7°C mit AmpliTaq Gold® einen 
doppelgipfligen Verlauf im Vergleich zum Wildtyp zeigen.  
 






In Abbildung 21 sind die Chromatogramme beider Mutationen bei Amplifikation mit High 
Fidelity zu sehen. Auch hier stellen sich bereits bei einer Temperatur von 57.7°C 
doppelgipflige Peaks im Vergleich zum Wildtyp dar. Die braune Kurve der Mutation 
p.R246C verläuft doppelgipflig, die dunkelgrüne Kurve der Mutation p.A238P ist 
doppelgipflig mit tiefer Kerbe im Vergleich zum Wildtyp (hellgrüne Kurve). 
 
Abbildung 21: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.R246C und p.A238P mit High Fidelity bei 
57.7°C.    
Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der erhaltenen Detektionstemperaturen für die Mutationen 
p.R246C und p.A238P in Fragment 9 beim jeweiligen Enzym zusammen. Daraus wird 
ersichtlich, dass bei Verwendung von AmpliTaq Gold® und von High Fidelity niedrigere 
Temperaturen im Vergleich zu Maxima® oder Optimase® zur Detektion beider Mutationen 
ausreichten.  
Tabelle 18: Detektionstemperaturen der Sequenzvariationen p.R246C und p.A238P im Fragment 9 für 











58.5°C  57.7°C, 58.5°C 58.5°C  57.7°C, 58.5°C 
712 G>C, 
p.A238P 







Zusammenfassend gelang die Detektion der Mutationen p.R246C und p.A238P in Fragment 9 
mittels 
- höherer Analysetemperatur oder  
- durch Verkürzen des Fragmentes oder  
- durch die Verwendung anderer Enzyme wie AmpliTaq Gold® oder High Fidelity.  
Hiermit war die Etablierung der DHPLC für das Institut für Humangenetik der Universität 
Leipzig abgeschlossen. Mit Verwendung von Maxima® als Polymeraseenzym, der etablierten 
Parameter (Analysetemperaturen, Injektionsvolumina, Pufferkonzentrationen und time shifts) 
wie in Tabelle VIII im Anhang beschrieben und mit einer zusätzlichen Temperatur von 
58.5°C mit dazugehörigen Parametern in Fragment 9 konnten 100% der Positivkontrollen de-
tektiert werden. Eine Verwendung der DHPLC für die Diagnostik im Institut für Humangene-
tik der Universität Leipzig war auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gegeben.  
3.3 Untersuchung von Patienten des Instituts für Humangenetik 
der Universität Leipzig mit Verdacht auf das ATRX-Syndrom 
Bedingt durch die im Methodenteil beschriebenen Voruntersuchungen und vorliegenden 
DNA-Mengen der Patientenproben wurden im Ergebnis pro Fragment zwischen 4 und 112 
Proben, durchschnittlich 19, im WAVE® untersucht. Die Gesamtanzahl der untersuchten 
Fragmente fasst Tabelle 19 zusammen. 









1 26 9c 22 10 14 20 10 
2 19 9d 25 11 28 21 18 
3 25 9e 9 12 23 22 4 
4 24 9f 11 13 23 23 14 
5 21 9g 13 14 29 24/25 16 
6 20 9h 9 15 27 26 112 
7 13 9i 13 16 16 27 14 
8 13 9j 11 17 4 28 25 













30 24 32 19 34 8   
31 26 33 24 35 14   
 
Es fanden sich sechs Sequenzvariationen, darunter drei Polymorphismen in Fragment 8, 11 
und 15. Die Sequenzvariationen in Fragment 9h, 26 und 34 lagen der DNA-Bank des Instituts 
für Humangenetik der Universität Leipzig bisher nicht vor. Keines der untersuchten DNA-
Amplifikate enthielt mehr als eine Sequenzvariation. Tabelle 20 zeigt, in welchem Fragment 
und mit welcher Häufigkeit die jeweilige Sequenzvariation in den Patientenuntersuchungen 
des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig auftrat.  
Tabelle 20: Verteilung der Sequenzvariationen im Fragment auf die jeweilige Patientenanzahl des 
Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig. Fett hervorgehoben sind die Sequenzvariationen in den 
Fragmenten 9h, 26 und 34, die der DNA-Bank im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig bisher nicht 
vorlagen 
Fragment Sequenzvariation Patientenanzahl 
8 rs 35268552; c.595-36T>C 8 
11 rs 5912227; c.3943+143A>G 8 
15 rs 5912716; c.4557+33G>A 1 
9h rs 3088074; c.2785C>G 2 
26 rs 45612438; c.6110+81C>T 2 
34 c.7153_7156del ; p.2385_2395del 1 
 
Die Sequenzvariation im Fragment 9h des Exons 9 führt zu einem Basenaustausch von C zu 
G. Der Datenbankabgleich [http://www.ensembl.org] bestätigte diese Sequenzvariation als 
einen bekannten Polymorphismus. Abbildungen 22 und 23 stellen den SNP graphisch dar. 
In Abbildung 22 ist das DHPLC-Chromatogramm mit dem mehrgipfligen Verlauf des SNP 
im Vergleich zum Wildtyp bei 56.3°C dargestellt. Der Polymorphismus (türkise Kurve) zeigt 








Abbildung 22: DHPLC-Chromatogramm des SNP c.2785C>G in Fragment 9h mit Maxima® bei 56.3°C.  
 
Abbildung 23 zeigt das Chromatogramm der Sequenzierung des Polymorphismus c.2785C>G 
im Fragment 9h. In der Darstellung 3´ – 5´, das heißt rückläufiger Richtung, ist es zu einem 
Basenaustausch von G>C gekommen. Der Pfeil markiert die Position des Polymorphismus.    
 
Abbildung 23: Chromatogramm der Sequenzierung des SNP c.2785C>G im Fragment 9h Rev.   
Bei der Sequenzvariation c.6110+81C>T im Intron 26 findet ein Basenaustausch von C zu T 
statt. Der in dieser Arbeit erfolgte Datenbankabgleich [http://www.ensembl.org] zeigte, dass 
diese Variation bisher nicht beschrieben war. In der DHPLC-Untersuchung eines 
Patientenpools von 100 gesunden Patienten fand sich ebenjener Basenaustausch insgesamt 
sieben Mal. In einer sich anschließenden Sequenzierung konnte die Sequenzvariation 
c.6110+81C>T bei den Patienten mit auffälligem Chromatogramm in der DHPLC bestätigt 
werden. In Abbildung 24 sind die sieben auffälligen DHPLC-Kurven der 100 untersuchten 
Patienten der DNA-Bank des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig dargestellt. 
Die untere Kurve zeigt einen Wildtyp, die oberen sieben Kurven fallen durch einen 






Abbildung 24: DHPLC-Chromatogramm der Patientenuntersuchungen zur Häufigkeitsangabe der 
Sequenzvariation c.6110+81C>T in Intron 26 bei 55.1°C.  
Abbildung 25 zeigt das Chromatogramm der Sequenzierung des SNP c.6110+81C>T im Intron 26. 
Der Pfeil markiert die Position in der Basensequenz an der ein Austausch von C>T stattgefunden hat.  
 
Abbildung 25: Bestätigende Sequenzierung bei einem Patienten der DNA-Bank des Instituts für 
Humangenetik der Universität Leipzig mit dem Polymorphismus c.6110+81C>T im Intron 26.  
Die Sequenzvariation im Fragment 34 p.2385_2395del (c.7153_7156del) stellte sich in der 
DHPLC durch zwei Peaks im Vergleich zu dem einen Peak des Wildtyps dar. In Abbildung 
26 sind die Mutation p.2385_2395del und der Wildtyp deutlich in allen drei Temperaturen 
51°C, 54.3°C, 56.0°C zu unterscheiden. Die durch die Deletion entstandenen Heteroduplices 
werden als vorzeitiger Peak eluiert. Bei 51°C zeigt die braune Kurve (Mutation) einen ersten 
vorzeitig eluierten und einen zweiten verbreiterten, doppelgipfligen Peak. Die grüne Kurve 
(Wildtyp) zeigt nur einen Peak. Bei 54.3°C (hellgrüne und schwarze Kurve) und bei 56°C 
(rosa und lila Kurve) sind die Mutationen (hellgrüne und rosa Kurve) gleichfalls durch den 







Abbildung 26: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.2385_2395del bei 51°C, 54.3°C und 56°C.  
In der Sequenzierung bestätigte sich eine Deletion der vier Basen AAAC in Codon 2385, die 
zu einer Verschiebung des Leserasters und somit zu einem verfrühten Stop-Codon an Position 
2395 führt. Konsekutiv kommt es zum vorzeitigen Abbruch des Proteins. Der Abgleich mit 
einer Datenbank [http://www.ensembl.org] zeigte, dass diese Sequenzvariation bisher nicht 
veröffentlich wurde. Abbildung 27 zeigt das Sequenzierungschromatogramm des Abschnitts 
des Exons 34 in 3´ – 5´, das heißt rückläufiger Richtung, in dem es zur Deletion der vier 
Basen GTTT gekommen ist. Die geschwungene Klammer zeigt die Position der Mutation an.  
 
Abbildung 27: Chromatogramm der Sequenzierung Mutation p.2385_2395del im Exon 34 Rev.  
Die Untersuchung des maternalen Blutes zeigte keine HbH-Einschlüsse, jedoch ein fast 
vollständig verschobenes X-Inaktivierungsmuster [Dikow et al. 2010]. Die DNA-Analyse der 
Mutter zeigte das Vorliegen der Deletion im heterozygoten Zustand. In keiner von 100 Proben 
der DNA-Bank des Instituts für Humangenetik fand sich die Sequenzvariation 
p.2385_2395del. Abbildung 28 zeigt die Chromatogramme der Sequenzierung im Exon 34 
eines Wildtyps, des Patienten und seiner Mutter. In Feld A ist die Wildtypsequenz zu sehen. 





Pfeil markiert. In Feld B ist die Sequenz der mutierten Patienten-DNA im hemizygoten Status 
zu sehen. Die vier Basenpaare GTTT fehlen, die nachfolgenden Basenpaare sind an die mit 
Pfeil markierte Position verschoben. In Feld C ist die Basenabfolge der mütterlichen DNA des 
Patienten dargestellt. Hier sind sowohl Signale für eine deletierte als auch eine Wildtyp-
Basenabfolge zu erkennen, die einem heterozygoten Mutationsstatus entspricht. 
 
Abbildung 28: Chromatogramme der Sequenzierung im Exon 34 Rev, 3´ – 5´: Wildtyp-DNA (A), 
Patienten-DNA (B) mit hemizygoter Mutation p.2385_2395del, mütterliche DNA (C) mit heterozygotem 
Mutationsstatus.  
3.4 Überprüfung der etablierten DHPLC-Parameter  
Aus den aus Oxford eingesandten Proben konnten alle 17 mittels Maxima® sowie die 14 
mittels AmpliTaq Gold® getesteten Sequenzvariationen mit den eingangs etablierten Tempe-
raturen detektiert werden.  
Exemplarisch zeigen die Abbildungen 29 und 30 die DHPLC-Chromatogramme der 
Mutationen aus Oxford, U.K., im Exon 14 und Exon 21. Jeweils hellgrün dargestellt sind die 
Mutationen, die schwarzen Kurven stellen den Wildtyp dar. Eine eindeutige Differenzierung 
zwischen den Mutationen und dem Wildtyp ist in beiden Fällen durch einen vorzeitig 





    
 
 
Tabelle 21 fasst alle Detektionstemperaturen für die eingesandten Positivkontrollen 
zusammen. 
Tabelle 21: Detektionstemperaturen in der DHPLC der 17 Sequenzvariationen aus Oxford, vergleichende 
Untersuchung von Maxima® und AmpliTaq Gold®  






2 c.109C>T; p.R37X 59.2 52.7, 54.3, 56.0, 59.2 
7 c.536A>G; p.N179S 54.5, 55.1, 57.3 54.0, 54.5, 55.1, 57.3 
8 c.599G>C; p.C200S 52.4, 52.8, 53.6, 54.3, 
54.9  
52.4, 52.8, 53.6 
9 c.736 C>T; p.R246C 58.5 57.7, 58.5 
14 c.4317 G>A; p.S1440fs 53.3, 53.9, 55.6, 56.6, 
57.4 
53.3, 53.9, 55.6, 56.6, 57.4, 
58.0 
16 c.4617_4622del; p.1540_1541del 52.0, 53.0, 54.6, 55.5 52.0, 53.0, 54.6, 56.5 
18 c.4826A>G; p.H1609R 54.8, 55.5, 56.3, 57.9 54.8, 55.5, 56.3 
20 c.5262C>A; p.N1754K 53.8, 54.5, 55.3, 55.9,  - 
21 c.5328C>G; p.F1776L 52.8, 53.3, 53.8, 55.9 52.8, 53.8 
22 c.5498A>G; p.Y1833C 55.5, 56.5, 57.9 - 
24/25 c.5721 G>A; p.G1900fs 52.0, 53.3, 54.6, 55.3 52.0, 53.3, 54.6, 55.3  
26 c.6104A>T; p.D2035V 53.6, 55.1, 56.7, 57.4, 
58.3 
53.1, 53.6, 55.1, 56.7, 57.4 
28 c.6250T>C; p.Y2084H 57.6, 58.5 55.8, 57.6 
29 c.6488A>G; p.Y2163C 53.0, 53.6, 55.2, 56.3 - 
30 c.6620T>A; p.L2207H 56.6, 58.8 55.1, 56.6, 58.8 
31 c.6743T>C; p.I2248T 56.6, 57.6, 58.1 56.6, 57.6 
34 c.7156C>T; p.R2386X 56.0, 56.8, 57.7, 59.4 56.0, 56.8, 57.7, 59.4 
 
Abbildung 29: DHPLC-Chromatogramm der 
Mutation p.S1440fs und des Wildtyps im Exon 14. 
 
Abbildung 30: DHPLC-Chromatogramm der 





Jede aus Oxford stammende Mutation wurde sowohl bei Verwendung von Maxima® als auch 
von AmpliTaq Gold® in dem etablierten Temperaturbereich detektiert. Eine Anpassung der 
Temperaturen oder Fragmentlängen war nicht notwendig. Die Temperaturen zur Detektion 
aller Proben aus Oxford waren mittels AmpliTaq Gold® niedriger oder gleich hoch im 
Vergleich zu Maxima®. Tabelle 22 verdeutlicht, dass auch die bereits mit Maxima® 
untersuchten Positivkontrollen aus dem Institut für Humangenetik der Universität Leipzig, mit 
AmpliTaq Gold® amplifiziert, in dem etablierten Temperaturbereich detektiert wurden. 
Dementsprechend konnten 100% von 21 verschiedenen, in dieser Arbeit getesteten 
Positivkontrollen bei DNA-Amplifikation sowohl mit Maxima® als auch mit AmpliTaq 
Gold® sicher detektiert werden. 
Tabelle 22: Detektionstemperaturen der Sequenzvariationen des Instituts für Humangenetik der 
Universität Leipzig mittels Maxima® und AmpliTaq Gold® 






7 c.536A>G; p.N179S 54.5, 55.1, 57.3 54.0, 54.5, 55.1, 57.3 
8 rs 35268552; c.595-36T>C 52.4, 52.8, 53.6, 54.3 52.8, 53.6, 54.3 
9 c.736 C>T; p.R246C 58.5 57.7, 58.5 
9 c.712 G>C; p.A238P 58.5 57.7, 58.5 
11 rs 5912227; c.3943+143A>G 61.3 60.2, 61.3 
15 rs 5912716; c.4557+33G>A 56.1, 57.4, 57.7, 59.0 56.1 
24/25 c.5721 G>A; p.G1900fs 52.0, 53.3, 54.6, 55.3 52.0, 53.3, 54.6, 55.3 
9h rs 3088074; c.2785C>G 56.3, 56.9, 57.5 55.6, 55.9, 56.3, 56.9, 57.5 
26 rs 45612438; c.6110+81C>T 53.1, 53.6, 55.1, 56.7  53.1, 53.6, 55.1 
34 c.7153_7156del; p.2385_2395del 54.3, 56.0, 56.8, 57.7 51.0, 54.3, 56.0, 56.8, 57.7  
3.5 Vergleich von DHPLC und Sequenzierung 
In Bezug auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unterschieden sich DHPLC und 
Sequenzierung nicht. Die vergleichende Untersuchung von vier Positivkontrollen (p.N179S, 
c.3943+143A>G, p.L2207H, p.I2248T) zu unterschiedlichen Zeitpunkten, auch vor und nach 
einer Ofenkalibrierung, ergab die gleichen Kurven im Chromatogramm. Abbildung 31 zeigt 





nach einer Ofenkalibrierung. Die oberen zwei Kurven zeigen die Mutation (braun) und den 
Wildtyp (grün) vor Ofenkalibrierung, die unteren zwei Kurven die Mutation (türkis) und den 




Abbildung 31: DHPLC-Chromatogramm der Mutation p.I2248T in Fragment 31 bei 56.6°C vor und nach 
Ofenkalibrierung.  
Beide Methoden sind ebenso in der Lage, unterschiedliche Sequenzvariationen im selben 
Fragment zu differenzieren. Abbildung 32 zeigt exemplarisch für Fragment 26 das DHPLC-
Chromatogramm der Mutation p.D2035V, des Polymorphismus c.6110+81C>T und eines 
Wildtyps. Zu erkennen ist der deutliche Unterschied der Mutation p.D2035V (dunkelgrün) 







Abbildung 32: DHPLC-Chromatogramm des SNP c.6110+81C>T, der Mutation p.D2035V und von 
Wildtyp-DNA in Fragment 26.  
Liegt jedoch mehr als eine Sequenzvariation im selben Fragment derselben Probe vor, ist 
mittels DHPLC die Chance erhöht, die Sequenzvariation - im Gegensatz zur Sequenzierung - 
zu verpassen. Zudem bleibt, bedingt durch die Methodik der DHPLC, die exakte Darstellung 
der Basenabfolge der Sequenzierung vorbehalten.  
Eine weitere Besonderheit der DHPLC ergab sich hinsichtlich der Abhängigkeit vom jeweilig 
verwendeten Polymeraseenzym. Bei der Sequenzierung konnten keine Qualitäts- bzw. 
Quantitätsunterschiede bei der Verwendung von Maxima® bzw. AmpliTaq Gold® festgestellt 
werden. In der DHPLC hingegen waren die Detektionstemperaturen der beiden 
Polymeraseenzyme different (vgl. hierzu Abschnitt 3.4). 
 
Es wurden insgesamt 584 Fragmente sowohl mittels DHPLC als auch mittels Sequenzierung 
untersucht. Diese Anzahl bildet die Summe aus den mit beiden Methoden untersuchten 
Fragmenten der Patientenproben des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig und 
des Weatherall Institutes of Molecular Medicine, Oxford, U.K. 6% (34 von 584) der Proben 
beinhalteten einen SNP oder eine Mutation. Zu Beginn dieser Arbeit wären ohne Anpassung 
der Analyseparameter 31 von 34 Sequenzvariationen (entspricht 91%) erkannt worden. Mit 
den veränderten Analysetemperaturen im Fragment 9 konnten 100% detektiert werden.  
Da ein und dieselbe Sequenzvariation bei mehreren Patienten vorlag, ergaben sich insgesamt 





der Parameter in der DHPLC erkannt. Nach Optimierung der Analysetemperaturen wurde 
jede Sequenzvariation in mindestens einer oder mehreren Temperaturen in der DHPLC 
detektiert. Dies ergab eine Sensitivität der DHPLC von 100%.    
In 550 untersuchten Fragmenten, welche ein unauffälliges DHPLC-Chromatogramm 
aufwiesen, zeigten sich auch mittels Sequenzierung keine Sequenzvariationen. Somit ergab 
sich unter Berücksichtigung der in Abschnitt 2.2.5 beschriebenen Kriterien eine Spezifität der 







Vielfältige Methoden wurden in den vergangenen Jahren entwickelt, um 
Sequenzveränderungen der DNA schnell und sensitiv zu erfassen. Dazu zählen Methoden wie 
die Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE), Single Strand Conformation 
Polymorphism Analyse (SSCP), Temperatur-Gradienten-Gel-Elektrophorese (TGGE) und die 
Conformation-sensitive gel electrophoresis (CSGE) mit jeweils unterschiedlichen 
Erfolgsraten [Hestekin & Barron 2006, Yamanoshita et al. 2005, Sorel et al. 2005, Prasad et 
al. 2004, Choy et al. 1999, Jones et al. 1999, Gross et al. 1999]. Die Denaturing High-
Performance Liquid Chromatography (DHPLC) ist eine in der Literatur mit sehr positiven 
Erfahrungsberichten belegte Methode [Mitchell & Cutler 2011, Oefner & Underhill 1995]. 
Sie erwies sich in verschiedenen Veröffentlichungen als konstant hoch sensitiv von mehr als 
92% bis hin zu 100%, in Fällen somatischer Mosaike sogar sensitiver als die Sequenzierung 
[Chin et al. 2007, Cohen et al. 2006]. Besonders bei der DHPLC-Analyse großer Gene 
profitieren Labors aus der resultierenden Kosten- und Zeitersparnis [Kakela et al. 2006, 
Prasad et al. 2004].  
Die Etablierung der DHPLC für das ATRX-Gen gelang bereits Nelson et al. 2005, Falco et al. 
2005 und Steensma et al. 2004, im deutschsprachigen Raum lag zum Zeitpunkt des 
Verfassens dieser Arbeit keine Veröffentlichung vor. Die Etablierung der DHPLC für das 
ATRX-Gen gelang in der vorliegenden Arbeit in jedem der 42 Fragmente. Die Reliabilität der 
Ergebnisse in dieser Arbeit ist entsprechend den Kriterien Muhrs [Muhr et al. 2002] durch 
eine hohe Probenqualität, eine sorgfältige Primerauswahl, die Verwendung von Hot Start-
Enzymen, optimale Konzentrationen von Magnesium, dNTPs, Vermeidung von übermäßigen 
PCR-Zyklen, konstante Template-Konzentrationen und Mindestkonzentrationen der PCR-
Produkte und zusätzlich durch Mindesthöhen der Peaks, einen ausgewogenen GC-Gehalt im 
Fragment sowie eine regelmäßige Geräteinstandhaltung und Wartung gegeben.  
Jede der Positivkontrollen konnte nach Abschluss der Etablierung durch die DHPLC vom 
Wildtyp differenziert werden. 22 von 24 verschiedenen Positivkontrollen wurden ohne 





vorliegenden Arbeit waren bei der Erkennung der Mutationen p.R246C und p.A238P im 
Fragment 9 notwendig. In der Literatur sind ähnliche Ergebnisse im Fragment 9 nicht 
beschrieben.  
Wo liegen die Ursachen für diesen Unterschied? Welche methodischen Gründe kommen in 
Frage? Und welchen Einfluss haben die Sequenzvariation und ihre Umgebungssequenz auf 
die Detektion? 
Bezüglich der Methodik erfolgte die Etablierung der DHPLC in dieser Arbeit im Vergleich zu 
den Arbeiten Nelsons und Falcos mit differenten Analysetemperaturen, einem anderen 
Polymeraseenzym und teilweise mit divergenten Primern [Falco et al. 2005, Nelson et al. 
2005]. Das Gerät und die zugehörige Gerätesoftware unterschieden sich nicht.  
Die Angaben in der Literatur über den idealen helical fraction-Bereich variieren zwischen 70-
85% bzw. 80-90% doppelsträngiger DNA [Bräutigam et al. 2003, Schmitt et al. 2000]. Für 
ein Maximalmaß an Sensitivität erfolgte die Etablierung der DHPLC in dieser Arbeit im 
Bereich von 75-95% doppelsträngiger DNA. Als Resultat wurden die Fragmente bei drei bis 
sieben Temperaturen analysiert und somit das Risiko minimiert, Mutationen in niedrig oder 
hoch schmelzenden Domänen bzw. Mutationen, die bei nur einer einzigen Temperatur 
detektiert werden, zu übersehen [Battochio et al. 2010, Mátyás et al. 2002]. Nachteilig bei 
diesem Vorgehen sind die höheren Kosten durch Materialverbrauch und Gerätenutzung. In 
den oben genannten Arbeiten Nelsons und Falcos aus dem Jahr 2005 wurden die jeweiligen 
Fragmente mit maximal drei Analysetemperaturen untersucht. Die niedrigere Detektionsrate 
im Fragment 9 kann somit nicht mit der Anzahl der Analysetemperaturen begründet werden.  
Welchen Einfluss nimmt das gewählte Polymeraseenzym in der DHPLC? Sehr gute 
Ergebnisse in variablen Genen werden mit Taq-Polymerasen [Taliani et al. 2001], mit 
AmpliTaq Gold® [Spiegelman et al. 2000], mit Hot Start-Polymerasen anderer Firmen 
[Bustamante-Aragones et al. 2008], mit Optimase® [Battochio et al. 2010], mit anderen 
Proofreading-Enzymen [Chotirat et al. 2012] und mit Gemischen wie Taq-
Polymerase/Proofreading-Enzym [Roti et al. 2006] erzielt. Die in dieser Arbeit verwendete 
Maxima® Polymerase besitzt Hot Start-Eigenschaften, 5´ – 3´ Synthese- und 5´ – 3´ Exo-
nuklease-Aktivität und wurde für die Detektion von Sequenzvariationen im ATRX-Gen bisher 





[500 U Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas) 188 €, im Vergleich 
beispielsweise zu nur 250 U AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems) 171 € (Preise Stand 
November 2008)]. 
Mithilfe von AmpliTaq Gold® und High Fidelity konnten beide Mutationen im Fragment 9 
ohne eine Anpassung der initial festgelegten Parameter detektiert werden. Dies korreliert mit 
den Ergebnissen von Liu, der in seiner Arbeit bessere Ergebnisse mit Proofreading-Enzymen 
bzw. AmpliTaq Gold® im Vergleich zu Taq-Polymerasen erhielt [Liu et al. 2002]. Bei der 
Verwendung von Optimase® im Fragment 9 reduzierte sich - wie auch in den Arbeiten 
anderer Autoren [Muhr et al. 2002] - das Hintergrundrauschen. Die durch verschiedene 
Autoren beschriebene sehr hohe Detektionsrate von Sequenzvariationen durch Optimase® 
[Battochio et al. 2010] konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Es zeigte 
sich im Fragment 9 kein Unterschied zur herkömmlichen Maxima®. Dieses Ergebnis wird 
durch die Arbeit Evans bestätigt, mit Optimase® keine Sensitivität von 100% zu erreichen 
[Evans et al. 2009]. Die Art des Enzyms und seine Kompatibilität am WAVE®-System 
scheinen daher für die Detektion der Sequenzvariationen in der DHPLC nicht alleinig 
ausschlaggebend zu sein.  
Welchen Einfluss haben die gewählten Primer und konsekutiv die Fragmentlänge, der GC-
Gehalt des Fragments und die Sequenzvariation selbst auf die Detektionsrate?  
Eine veränderte Primerwahl und die folgliche Verkürzung des Fragmentes, in dieser Arbeit 
als Fragment 9a benannt, erbrachte eine sofortige Detektion der Mutationen mit initial 
festgelegten Analysebedingungen. Daraus leitet sich folgende Frage ab: Ist Fragment 9 mit 
544 Basenpaaren für eine DHPLC-Analyse zu groß gewählt? Rosetti et al. stellten im 
ADPDK-Gen eine erniedrigte Detektionsrate und erhöhte Rate an falsch positiven 
Ergebnissen bei Fragmenten über 450 Basenpaaren fest [Rosetti et al. 2002]. In der 
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass in den Fragmenten 8, 11, 18/19, 24/25 mit jeweils mehr 
als 450 Basenpaaren eine gute Differenzierung der vorhandenen Positivkontrollen zum 
Wildtyp gelang. Diese Ergebnisse entsprechen der Arbeit Falcos, in der zwei Mutationen im 
ATRX-Gen trotz Fragmentlängen von mehr als 450 Basenpaaren sicher detektiert werden 





Der GC-Gehalt im Fragment 9 betrug 33.8%. Ein Zusammenhang zwischen dem GC-Gehalt 
und der Retentionszeit ist in der Literatur beschrieben [Olsen et al. 2012, Troedsson et al. 
2008], die Detektionsrate scheint jedoch nicht beeinflusst zu werden [Escary et al. 2000].  
Liegt die Ursache daher möglicherweise in der Position des Basenaustausches oder in der 
Sequenzvariation selbst und ihrer Umgebungssequenz? Da sowohl die Mutation p.R246C als 
auch die Mutation p.A238P in Fragment 9 nicht durch die initial festgelegten Temperaturen 
detektiert wurden, ist die Position allein, korrelierend mit den Ergebnissen Rosettis, als nicht 
ursächlich einzustufen [Rossetti et al. 2002]. Bei der Mutation p.R246C liegt eine 
Fehlpaarung der Basen G-T vor, bei der Mutation p.A238P ein Mismatch von C-C. Sowohl in 
Oligonukleotiden als auch in größeren Fragmenten ist in Abhängigkeit der Temperatur eine 
Fehlpaarung von G-T am stabilsten und dagegen C-C am wenigsten stabil beschrieben 
[Tikhomirova et al. 2006, Ke et al. 1993]. Die Mutation p.A238P hätte demnach, bedingt 
durch die höhere Instabilität des Mismatches, frühzeitig mittels etablierter Temperaturen 
detektiert werden müssen. Zwar verbreitert sich der DNA-Peak der Mutation p.A238P bereits 
bei 57.7°C, eine sichere Unterscheidung zwischen Mutation und Wildtyp gelingt aber hier, 
wie auch bei der Mutation p.R246C, erst bei 58.5°C, so dass die Sequenzvariation selbst als 
Erklärung unwahrscheinlich scheint.  
Denkbar wäre, dass das Fragment 9 eine stabile Sekundärstruktur bildet, die einer höheren 
Temperatur bedarf. Bestätigend konnten beide Mutationen p.R246C und p.A238P sofort bei 
Amplifikation mittels kleineren Fragments 9a detektiert werden [Wagner et al. 1999]. Als 
Erklärung kommen ebenso multiple Schmelzdomänen des Fragments in Frage. Liegen die zu 
detektierenden Sequenzvariationen in hochschmelzenden Domänen, flankiert von 
niedrigschmelzenden Bereichen sind ebenso höhere Analysetemperaturen notwendig [Hecker 
2003, Hecker et al. 2000]. Ob Polymorphismen einen Einfluss auf die Detektionsrate der 
beiden Mutationen im Fragment 9 haben, muss ungeklärt bleiben. Hierzu sind weitere 
Untersuchungen erforderlich.  
Nach Fertigstellung der Etablierung der DHPLC gelang die sichere Unterscheidung jeder 
Positivkontrolle zum Wildtyp. Eine exakte Aussage über die Detektionsrate der DHPLC von 
Mutationen oder Polymorphismen, die nicht vorlagen oder in Fragmenten, in denen keine 
Sequenzvariationen der Arbeit zur Verfügung standen, kann nicht gemacht werden. Eine 





Analyseparameter entspricht den Ergebnissen anderer Autoren [Nelson et al. 2005, Falco et 
al. 2005, Steensma et al. 2004]. 
Die Spezifität aller untersuchten 584 Fragmente betrug 100%. Die Spezifität der DHPLC in 
verschiedenen Genen wird in Veröffentlichungen mit konstant mehr als 96% angegeben 
[Bahrudin et al. 2009, Xiao & Oefner 2001]. Eine außergewöhnlich niedrige Spezifität von 
durchschnittlich 48% erhielt Mátyás [Mátyás et al. 2002]. Falsch-positive Resultate sind 
assoziiert mit Amplifikaten minderer Qualität, die der DHPLC zugeführt werden. Zudem 
bewerten einige Autoren einen verbreiterten Peak, zusätzliche shoulders oder verkürzte 
Retentionszeiten als zum Wildtyp auffällig. Die in dieser Arbeit eng gefasste Definition eines 
auffälligen Chromatogramms in der DHPLC resultierte in einer Spezifität von 100%.  
In den Patientenuntersuchungen des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig 
konnten eine Mutation und vier verschiedene Polymorphismen nachgewiesen werden. Die 
Sequenzvariationen sowohl im Intron 26 c.6110+81C>T als auch im Fragment 34 
p.2385_2395del waren zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit bisher nicht publiziert. 
Die Sequenzvariation im Intron 26 fand sich in 100 Patientenkontrollen insgesamt sieben Mal 
und ist daher als benigner Polymorphismus zu werten. Die Sequenzvariation im Exon 34 fand 
sich in keiner von 100 Kontrollen und ist durch den auf Grund der Deletion hervorgerufenen 
vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese als sicher pathogen einzustufen. Für die 
betreffende Familie bestätigte sich die Diagnose des ATRX-Syndroms.   
Weitere Mutationen fanden sich in den untersuchten DNA-Proben der Patienten nicht. Die 
Ursache hierfür liegt zum einen in der klinischen Variabilität des ATRX-Syndroms, eine 
klinisch eindeutige Diagnosestellung ist daher schwierig. Zum anderen war die 
Zusammensetzung des Patientenkollektivs heterogen. Eine Information, ob der Einsender das 
ATRX-Syndrom ausschließen oder den klinischen Verdacht molekulargenetisch bestätigen 
wollte, lag nicht vor. Des Weiteren waren 29 der 38 Patienten bereits in Teilen oder komplett 
in der PHD-Typ-Domäne und der ADD-Domäne, den Hot-Spots des ATRX-Gens, 
voruntersucht. Die Angaben in der Literatur über die prozentuale Häufigkeit der Mutationen 
in einer der beiden Domänen liegen zwischen 80%-90% [Gibbons et al. 2008, Badens et al. 
2006, Bérubé et al. 2000]. Die Wahrscheinlichkeit, bei den bereits voruntersuchten Patienten 
des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig eine Mutation in den noch nicht 





Zusätzlich zu den Mutationen, die nur wenige Basen betreffen, sind größere Insertionen, 
Duplikationen und Deletionen als krankheitsverursachende Mutationen im ATRX-Gen 
beschrieben [Honda et al. 2012, Cohn et al. 2009, Gibbons et al. 2008]. Diese können weder 
durch DHPLC noch durch Sequenzierung erfasst werden. Bei den Patientenproben des 
Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig, bei denen kein Mutationsnachweis 
gelang, ist daher eine weiterführende Diagnostik sinnvoll. Mögliches Diagnostikum ist die 
quantitative Real Time PCR bei der DNA-Produkte quantitativ mithilfe von Fluoreszenz-
markierten Sonden gemessen werden. Die Verwendung eines MLPA-Kits für das ATRX-Gen 
(SALSA MLPA P013 ATRX probemix, MRC Holland) wäre eine zweite Möglichkeit, große 
Deletionen, Insertionen und Duplikationen zu erfassen. Beide Methoden wären in einer 
nächsten Arbeit eine sinnvolle Weiterentwicklung der Diagnostik am Institut für 
Humangenetik der Universität Leipzig bei Verdacht auf das ATRX-Syndrom.   
Inwieweit ist die DHPLC nach Abschluss dieser Arbeit als sinnvolle und geeignete Methode 
zur effizienten Diagnostik des ATRX-Syndroms zu bewerten? Der Vergleich der DHPLC mit 
der Sequenzierung muss drei Punkte beleuchten: die Sensitivität und Spezifität, die Kosten 
und die Analysezeit. Auf die Rate an richtig-positiv und richtig-negativ detektierten Proben 
wurde bereits eingegangen. Die DHPLC ist prinzipiell eine Methode, die vom Untersucher 
und dessen Erfahrung abhängig ist. Zu Beginn jeder Etablierung eines neuen Gens müssen für 
jedes Fragment optimale Analyseparameter etabliert werden. Die Sensitivität der DHPLC 
wird sich daher weiterhin am Goldstandard der Sequenzierung messen. Mit einer - wenn auch 
geringfügigen - Minderung der Detektionsrate bei Verwendung der DHPLC muss gerechnet 
werden. In die Kosten mit einbezogen werden müssen die Anschaffungskosten für Geräte und 
Software, die Verbrauchsmaterialien und ggf. Leasinggebühren für die Geräte, die Strom- und 
Raumkosten als auch die Personalkosten für Medizinisch Technische Assistenten und 
Wissenschaftler. Die Analysezeit beider Methoden ist im Wesentlichen abhängig von den 
jeweiligen Analysezeiten der Geräte selbst, dem Grad der Automatisierung und der 
Verwendung von Software und von der Gesamtanzahl der Arbeitsschritte.      
Die in dieser Arbeit durchgeführte Sequenzierung der Fragmente am Abi Prism 377 ist 
wesentlich zeit- und kostenintensiver als die DHPLC. Die DHPLC bedarf keiner speziellen 
Primer, Reagenzien oder zeitaufwendigen Arbeitsschritte. Die Kosten der Sequenzierung 





das 25fache [Rossetti et al. 2002]. Selbst bei Kombination der DHPLC als Voruntersuchung 
mit einer Vollsequenzierung des gesamten Gens bei negativem DHPLC-Befund werden ca. 
14% der finanziellen Ausgaben gespart [Buyse et al. 2000]. Für die Sequenzierung sind 
wesentlich mehr Arbeitsschritte bis zum Erhalt des Analyseergebnisses notwendig. Dies 
macht die Methode durch potentielle Fehler in Einzelschritten zusätzlich störanfälliger als die 
DHPLC. Die Zeit für die Sequenzieranalyse von 36 DNA-Proben betrug bei Fragmentlängen 
von 200 bis 600 Basenpaaren circa 6 bis 18 Stunden. Die gleiche Probenanzahl wurde bei 
durchschnittlich vier bis sechs Analysetemperaturen innerhalb von circa 21 bis 31 Stunden in 
der DHPLC untersucht. Die Auswertung der DHPLC-Chromatogramme ist jedoch deutlich 
schneller als der aufwendige Abgleich der einzelnen Basen. Je mehr einzelne Arbeitsschritte 
jedoch automatisiert werden, desto kostengünstiger wird die Sequenzierung. Mittlerweile sind 
Robotertechnologien zur DNA-Isolierung, PCR-Reaktion und Sequenziergeräte mit 1, 8, 16 
oder 96 Kapillaren, die somit Zeit und Personal sparen, auf dem Markt erhältlich. Auch 
Analysesoftware hat die Auswertung der Sequenzierungsdaten enorm vereinfacht. Es wird 
ersichtlich, dass die Entscheidung zur DHPLC oder Sequenzierung von der Ausstattung und 
Fachkenntnis im jeweiligen Labor wesentlich abhängt. 
Weitere denkbare diagnostische Wege zur Untersuchung der DNA-Proben bieten 
Modifizierungen der DHPLC oder die Stufendiagnostik. Im ATRX-Gen konnten Wada et al. 
mittels einer Mismatch-spezifischen Endonuklease und anschließender DHPLC jede der 13 
Mutationen detektieren [Wada et al. 2006]. In anderen Genen sind bei Verwendung einer 
Mismatch-spezifischen Endonuklease sowohl ohne als auch in Kombination mit DHPLC 
Sensitivitätsraten zwischen 93% und 100 % beschrieben [Voskarides et al. 2009, Hung et al. 
2008]. Nachteilig bei der Verwendung einer Mismatch-spezifischen Endonuklease ist der 
zusätzliche Arbeitsaufwand, der den Kosten- und Zeitvorteil der DHPLC gegenüber der 
Sequenzierung mindert. Vorteilig ist hingegen erstens die hohe Sensitivität bei der Detektion 
von Mutationen, die sich in der DHPLC zum Wildtyp schlecht differenzieren. Zweitens wird 
nur eine einzige notwendige Annealingtemperatur benutzt, und drittens entfällt das Festlegen 
der Analyseparameter. Ebenso optimiert werden kann die DHPLC durch GC-clamps mit sehr 
guten veröffentlichten Ergebnissen [Kakela et al. 2006, Wurzburger et al. 2003]. Auch die 
Fragmentamplifikation mittels eines Gemischs aus Taq- und Pwo-Polymerasen scheint 
durchaus sinnvoll. Dadurch wird die bevorzugte Amplifizierung eines Allels unterdrückt und 





Stufendiagnostik wäre zunächst eine Untersuchung der Hot-Spots im ATRX-Gen und bei 
negativem Befund die Untersuchung der verbleibenden Exons möglich. Badens untersuchte 
das ATRX-Gen zunächst mittels Sequenzierung in den Hot-Spots. Konnte keine Mutation 
gefunden werden, wurden die verbleibenden kodierenden Regionen mittels DHPLC 
untersucht [Badens et al. 2006]. Ebenso denkbar ist - wie in dieser Arbeit vorgenommen - 
eine Voruntersuchung des ATRX-Gens mittels DHPLC. Bei negativem Befund und klinisch 
weiterhin dringendem Verdacht könnte sich eine Direktsequenzierung anschließen. 
In dieser Arbeit bisher unerwähnt blieb die array-CGH. Diese Methode wird mittlerweile in 
der Diagnostik der mentalen Retardierungssyndrome sehr häufig genutzt. Um unnötige 
Kosten zu vermeiden, sind eine präzise klinische Untersuchung des Patienten und der 
klinische Verdacht auf das ATRX-Syndrom unerlässlich. Des Weiteren wird die Massive 
Parallele Sequenzierung in der nächsten Zeit höchstwahrscheinlich Eingang in die 
molekulargenetische Routinediagnostik finden. Es bleibt abzuwarten, welche der Methoden 
den Forderungen nach schnellerer und zugleich preiswerter Diagnostik standhalten werden.   
Welche Diagnostik ist nun zusammenfassend bei Verdacht auf das ATRX-Syndrom zu 
empfehlen? Jedes Institut muss die beste Diagnostik bei Verdacht auf das ATRX-Syndrom im 
Zusammenhang mit den im jeweiligen Labor zur Verfügung stehenden finanziellen Mitteln, 
den Gerätschaften, der personellen Besetzung und der fachlichen Expertise finden. In einem 
Labor mit limitierten Kapazitäten zur DHPLC-Analyse wird die Entscheidung pro 
Sequenzierung fallen. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die DHPLC infolge der 
Reduktion der Arbeitsschritte und der Semi-Automatisierung eine kostengünstige, 






Die DNA-Sequenzierung nimmt in der molekulargenetischen Diagnostik seit vielen Jahren 
einen großen Stellenwert ein. Zeit- und kosteneffektivere Methoden wie die DHPLC wurden 
seither für verschiedene Gene etabliert. Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der DHPLC für 
das ATRX-Gen bei Patienten mit Verdacht auf das ATRX-Syndrom. Nach erfolgreicher 
Etablierung der DHPLC sollten im Rahmen dieser Arbeit 38 Patientenproben des Instituts für 
Humangenetik der Universität Leipzig mit Verdacht auf das ATRX-Syndrom mittels DHPLC 
und Sequenzierung untersucht werden.  
Die Etablierung der DHPLC gelang in der vorliegenden Arbeit für alle - das ATRX-Gen 
vollständig umspannenden - 42 Fragmente. Jede der vorliegenden Sequenzvariationen konnte 
nach Abschluss der Arbeit detektiert werden. Unter Verwendung von Maxima® stellten sich 
initial 22 von 24 verschiedenen Sequenzvariationen zum Wildtyp different dar. Die 
verbleibenden zwei Mutationen p.R246C und p.A238P im Fragment 9 wurden unter 
Verwendung höherer Temperaturen, eines kürzeren Fragmentes oder anderer 
Polymeraseenzyme (AmpliTaq Gold® bzw. High Fidelity) detektiert. Nach Abschluss der 
Etablierung der DHPLC konnte eine Sensitivität und Spezifität von 100% erreicht werden. 
In den Patientenuntersuchungen des Instituts für Humangenetik der Universität Leipzig 
fanden sich bei 38 Patientenproben vier verschiedene als benigne beschriebene 
Polymorphismen bei insgesamt 19 Patienten, ein noch nicht veröffentlichter Polymorphismus 
im Intron 26 sowie eine bis dato nicht beschriebene und als pathogen einzustufende Mutation 
im Exon 34. In 100 Kontrollen der DNA-Bank des Instituts für Humangenetik der Universität 
Leipzig konnte der bisher nicht publizierte Polymorphismus im Intron 26 sieben Mal gefun-
den werden. Die bis dato nicht beschriebene Deletion p.2385_2395del im Exon 34 führt zu 
einem vorzeitigen Abbruch des ATRX-Proteins und ist somit als sicher pathogen einzustufen. 
Die Untersuchung der Mutter des Patienten konnte den Konduktorenstatus nachweisen. Für 
die Familie des betroffenen Patienten konnte mit der vorliegenden Arbeit die Diagnose des 





Die DNA-Proben der Patienten bei denen keine Mutation nachgewiesen werden konnte, 
sollten bei weiterhin dringendem Verdacht auf das ATRX-Syndrom mittels qRT-PCR bzw. 
MLPA untersucht werden, um große Deletionen, Insertionen oder Duplikationen 
auszuschließen.   
Mithilfe dieser Arbeit gelang die Etablierung der DHPLC für das ATRX-Gen als 
ökonomische, sehr sensitive und effiziente Methode zur Diagnostik des ATRX-Syndroms. 
Die Entscheidung, in welcher Form und mit welcher Methode DNA-Proben bei Verdacht auf 
ATRX-Syndrom untersucht werden, bleibt jedoch eine individuelle Entscheidung jedes 
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Abbildungen und Tabellen 






aCGA-TGA Arg37Term c.109C>T R37X 
aGAG-TAG Glu63Term c.187G>T E63X 
GGA-GAA Gly175Glu c.524G>A G175E 
AAT-AGT Asn179Ser c.536A>G N179S  
aCAC-GAC His189Asp  c.565C>G  H189D  
cCCT-GCT Pro190Ala  c.568C>G  P190A  
CCT-CTT Pro190Leu c.569C>T   P190L  
cCCT-TCT Pro190Ser  c.568C>T   P190S  
TTGc-TTC Leu192Phe  c.576G>C   L192F  
GTT-GCT Val194Ala  c.581T>C   V194A  
aGTT-ATT Val194Ile  c.580G>A   V194I  
CTT-CCT Leu195Pro  c.584T>C   L195P  
TGT-TTT Cys197Phe  c.590G>T   C197F  
TGC-TCC Cys200Ser  c.599G>C   C200S  
TGC-TAC Cys200Tyr c.599G>A C200Y 
CAA-CCA Gln219Pro c.656A>C Q219P 
aTGT-CGT Cys220Arg c.658T>C C220R 
TGT-TAT Cys220Tyr c.659G>A C220Y 
TGGt-TGT Trp222Cys c.666G>T W222C 
TGG-TCG Trp222Ser c.665G>C W222S 
gTGT-CGT Cys223Arg c.667T>C C223R 
TGT-TTT Cys223Phe c.668G>T C223F 
TTGa-TTC Leu229Phe c.687G>C L229F 
tAAT-GAT Asn237Asp c.709A>G N237D 
tGCT-CCT Ala238Pro c.712G>C A238P 
TTCt-TTA Phe239Leu c.717C>A F239L 
aTGC-CGC Cys243Arg c.727T>C C243R 
TGC-TTC Cys243Phe c.728G>T C243F 
TGC-TAC Cys243Tyr c.728G>A C243Y 
ATT-AAT Ile244Asn c.731T>A I244N 
CTA-CCA Leu245Pro c.734T>C L245P 
aCGC-TGC Arg246Cys c.736C>T R246C 










cAAC-GAC Asn247Asp c.739A>G N247D 
GGT-GAT Gly249Asp c.746G>A G249D 
tGGT-TGT Gly249Cys c.745G>T G249C 
gGAG-AAG Glu252Lys c.754G>A E252K 
TTG-TCG Leu253Ser c.758T>C L253S 
aTGG-CGG Trp263Arg c.787T>C W263R 
TGC-TAC Cys265Tyr c.794G>A C265Y 
TAC-TGC Tyr266Cys c.797A>G Y266C 
TTG-TCG Leu409Ser c.1226T>C L409S 
TCA-TAA Ser576Term c.1727C>A S576X 
TCA-TGA Ser576Term c.1727C>G S576X 
GTT-GGT Val1538Gly c.4613T>G V1538G 
gGTT-TTT Val1552Phe c.4654G>T V1552F 
CAT-CGT His1609Arg c.4826A>G H1609R 
gTGT-CGT Cys1614Arg c.4840T>C C1614R 
ACG-ATG Thr1621Met c.4862C>T T1621M 
gGCG-ACG Ala1622Thr c.4864G>A A1622T 
TTA-TCA Leu1623Ser c.4868T>C L1623S 
aGTG-ATG Val1624Met c.4870G>A V1624M 
TTA-TCA Leu1645Ser c.4934T>C L1645S 
AAGc-AAT Lys1650Asn c.4950G>T K1650N 
GGT-GCT Gly1676Ala c.5027G>C G1676A 
ATC-ACC Ile1680Thr c.5039T>C I1680T 
GGA-GAA Gly1692Glu c.5075G>A G1692E 
GCT-GAT Ala1707Asp c.5120C>A A1707D 
cCCT-TCT Pro1713Ser c.5137C>T P1713S 
tAAA-GAA Lys1733Glu c.5197A>G K1733E 
AGG-AAG Arg1742Lys c.5225G>A R1742K 
TTA-TCA Leu1746Ser c.5237T>C L1746S 
AACc-AAA Asn1754Lys c.5262C>A N1754K 
ATG-ACG Met1761Thr c.5282T>C M1761T 
TTCa-TTG Phe1776Leu c.5328C>G F1776L 
TAT-TGT Tyr1833Cys c.5498A>G Y1833C 
TAT-TGT Tyr1847Cys c.5540A>G Y1847C 
AAT-AGT Asn1860Ser c.5579A>G N1860S 
aCTT-TTT Leu2022Phe c.6064C>T L2022F 
GAT-GTT Asp2035Val c.6104A>T D2035V 
AGC-AAC Ser2041Asn c.6122G>A S2041N 
ATT-ACT Ile2050Thr c.6149T>C I2050T 
tGAC-CAC Asp2082His c.6244G>C D2082H 
tTAC-CAC Tyr2084His c.6250T>C Y2084H 
cCGT-TGT Arg2085Cys c.6253C>T R2085C 










cCGT-AGT Arg2085Ser c.6253C>A R2085S 
CGA-CAA Arg2131Gln c.6392G>A R2131Q 
cGAC-AAC Asp2136Asn c.6406G>A D2136N 
TAT-TGT Tyr2163Cys c.6488A>G Y2163C 
aACC-GCC Thr2170Ala c.6508A>G T2170A 
tCGG-TGG Arg2178Trp c.6532C>T R2178W 
CTT-CAT Leu2207His c.6620T>A L2207H 
gCTC-TTC Leu2240Phe c.6718C>T L2240F 
ATT-ACT Ile2248Thr c.6743T>C I2248T 
CAT-CCT His2254Pro c.6761A>C H2254P 
aAGA-GGA Arg2271Gly c.6811A>G R2271G 
aCGA-TGA Arg2386Term c.7156C>T R2386X 
aGAA-TAA Glu2388Term c.7162G>T E2388X 
 







c.189+1G>T c.413_414delAA c.4884_4887delTAATinsATTA 
c.370G>T c.583_585delCTT  
c.536A>G c.1180_1188delGCTTTTAAG  
c.4317G>A c.1725delA  
c.5273-10T>A c.1748delC  
c.5273-5C>G c.4626_4631delTGAAGA  
c.5721G>A c.7201-1_7203delGTTA  
c.5957-2A>G c.390dupA  
c.6003G>A c.528_530dupACA  
c.6218-12574G>A   
c.6327-6T>A   
c.7201-2A>G   
 
Tabelle III: Weitere bisher publizierte, große Mutationen im ATRX-Gen [aus der Datenbank HGMD] 
Große Deletionen/ Große Insertionen/ Große Duplikationen 
Duplikation ~0.3 Mb inkl. gesamtes Gen & Teile des MAGT1-Gens 
Duplikation 11519 kb inkl. gesamtes Gen + 5 weitere 
Duplikation 143-184 kb inkl. Ex. 2-29 
Duplikation 222-281 kb, inkl. Ex. 2-35 
Duplikation 248 kb, inkl. Ex. 2-31 





Große Deletionen/ Große Insertionen/ Große Duplikationen 
Duplikation 7 Mb inkl. Gesamtes Gen + 23 andere 
Deletion c.7201-377_8789del 
Deletion Exon 1 
Deletion Exon 2-5 
Deletion Exon 35 
 
 
Tabelle IV: Primersequenzen 




5´ – ggC CCC CAA AgA Agg Tg – 3´ 
3´ – gTT CgC TTg gTg ggT TAg – 5´ 
442 bp 60.2% 
2 F 
2 R 
5´ – TgA AAg gCT AAT TAA ggg AAT TCT T – 3´ 
3´ – TTgA AAA AgA ATg TgC TAT ACC TTC – 5´ 
185 bp 35.1% 
3 F 
3 R 
5´ – TgT gAg AAT ggg TTT gTg gA – 3´ 
3´ – TCg TTg TTT TCC AgT TTg AgA A – 5´ 
299 bp 33.8% 
4 F 
4 R 
5´ – TTC TAg gCA CAT AAA TAg CAT CTC A – 3´ 
3´ – Tgg TTg ATg TTg AAg ggA CA – 5´ 
198 bp 36.9% 
5 F 
5 R 
5´ – Tgg gTA TTg TTC CAg TTg TCA g – 3´ 
3´ – TAC AAA CgA CCA AAC ATg gC – 5´ 
299 bp 29.4% 
6 F 
6 R 
5´ – TgT ACC AgC AAT gTT ggC TT – 3´ 
3´ – TT ggA AAA TCg gAT gTg CTT – 5´ 
280 bp 33.9% 
7 F 
7 R 
5´ – ggA TTA TgA ggT ATT TCA TgT CT – 3´ 
3´ – CC ATA TAC CAg gCC TTT gAg – 5´ 
287 bp 34.8% 
8 F 
8 R 
5´ – CAg TgT CCT ggA gAT TTT CC – 3´ 
3´ – CAT TTC Agg Tgg TgT gCg – 5´ 
539 bp 29.7% 
9 F 
9 R 
5´ – gCA gAT gAC CTA AAT TAC CAC T – 3´ 
3´ – g TAA CCT ACT CTT ATT CCg CAC – 5´ 
544 bp 33.8% 
9a F 
9a R 
5´ – CAg TTT CCT gAA AgA Agg gAA – 3´ 
3´ – CAg TTg TTg CAg CAA AAT AAg AA – 5´ 
274 bp 38.7% 
9c F 
9c R 
5´ – CTT ggT CgA AAg gAg TTg TCC AC – 3´ 
3´ – CCg AgT TTC gAg CgA Tgg AT – 5´  









5´ – AAA TTC CgA gTT TCg AgC gAT g – 3´ 
3´ – CCC CAA TTA AAg gTg Ctg ATT gTC – 5´  
578 bp 36.3% 
9e F 
9e R 
5´ – gCA gCA gTg gAA CTg AAC AA – 3´ 
3´ – TGA gCA TTT ggT TgA AAA TgA – 5´  
286 bp 35.7% 
9f F 
9f R 
5´ – AAg TTg Tgg TCT gAA CCC C – 3´ 
3´ – CAA AgA ggT gAg CAg gAT gAg TCA – 5´  
390 bp 38.2% 
9g F 
9g R 
5´ – ggA TAA gCg TAA TTC TTC TgA CAg – 3´ 
3´ – CTT CTA AgA AgC AgC AAg CAA gTg – 5´  
653 bp 36.4% 
9h F 
9h R 
5´ – AAT Tgg TgC TgC CAg AAC CAC – 3´ 
3´ – ggC ACT gAA AAg TTA CCT gAg C – 5´  
575 bp 37.0% 
9i F 
9i R 
5´ – gCA gAg AAA TTC CTA AAg AAA gAC C – 3´ 
3´ – gTg CAA gTT gCT Tgg AAA gAg TTC – 5´ 
410 bp 34.1% 
9j F 
9j R 
5´ – gCA CTg AAA AgT TAC CTg AgC gAg – 3´ 
3´ – gA Agg CAg TCA TTg TCA Agg AgA – 5´ 
507 bp 34.1% 
9k F 
9k R 
5´ – AAA gAA ggC AgT CAT TgT CAA gg – 3´ 
3´ – C CCC TCT TgA gTT ACT ACA TTg – 5´ 
273 bp 36.3% 
10 F 
10 R 
5´ – gCT ggC ACT TCA CAA ATA ACC – 3´ 
3´ – TA ACA CAC CCT Agg CAT ggg – 5´ 
311 bp 34.4% 
11 F 
11 R 
5´ – Tgg TgT ATT TCA CCC CCA gA – 3´ 
3´ – g AgT TCA Tgg AAA TgT TTA AAA CCT – 5´ 
634 bp 42.6% 
12 F 
12 R 
5´ – CgA ggC ATT TTA AAg gCT gA – 3´ 
3´ – AC CAg ACA gTg gCT TAT gCC – 5´ 
288 bp 36.5% 
13 F 
13 R 
5´ – TgC TCT gTT TTA ATg TCg AgT CA – 3´ 
3´ – TC TgA ATg ACC ATg CCT TCA – 5´ 
245 bp 30.6% 
14 F 
14 R 
5´ – gga ATg CAT ACA gAg gTA gAA CA – 3´ 
3´ – T gAC ATT TAC CAC ATg CTT gAA – 5´ 
231 bp 32.5% 
15 F 
15 R 
5´ – CCA CCT TTT CCT gCT gTg TT – 3´ 
3´ – Cg AAC TCT Tgg gCT CAA gTg – 5´ 
422 bp 40.3% 
16 F 
16 R 
5´ – AgC TTA ACT ATC AAC AAC TCC – 3´ 
3´ – CAA TAT TTg ggT gTg Agg – 5´ 









5´ – TTC TgC TTT AgT TTg gTg – 3´ 
3´ – C TAT TAT gTT TCA ggC ACA – 5´ 
362 bp 32.9% 
18/19 F 
18/19 R 
5´ – ACg AAg gTg AAC AAT CTg – 3´ 
3´ – gA CAg TgA CAT AAA gAA gCA – 5´ 
568 bp 32.9% 
20 F 
20 R 
5´ – TCA CAT TTT CAg TTT TAT TAT – 3´ 
3´ – C gTT ACC ATT TAC CTT TCT – 5´ 
276 bp 29.7% 
21 F 
21 R 
5´ – gAg CAT TTC ATT ggg gA – 3´ 
3´ – TT TCC CgC TCT TTC AgT – 5´ 
368 bp 30.7% 
22 F 
22 R 
5´ – TCA TTC TCT TTC TTg TTA – 3´ 
3´ – ATT TCA TCT TCT CTg TAA – 5´ 
181 bp 33.1% 
23 F 
23 R 
5´ – TTA TAA gCT TCT CTA CAC TgC – 3´ 
3´ – CCT ATA CCT TTg ACC CAg – 5´ 
528 bp 30.7% 
24/25 F 
24/25 R 
5´ – CCA gTg TAA gTT gAg ATA TT – 3´ 
3´ – CA Tgg AAC AgT AAT TTg gAA – 5´ 
509 bp 34.6% 
26 F 
26 R 
5´ – ATT TAC CTA CTT ATg TTC CA – 3´ 
3´ – A TTT ggT CAT TgT AgT gCT – 5´ 
322 bp 33.5% 
27 F 
27 R 
5´ – CgA TTT Agg AAg AAg TgA TA – 3´ 
3´ – AT gTC TAT TTg TCC TTA TCC – 5´  
324 bp 31.5% 
28 F 
28 R 
5´ – TgT AAT gAC TCC TTg ATT AAg AAA AgT – 3´ 
3´ – g gTA CAg TCA ggT TgC AAA ACA – 5´ 
400 bp 30.5% 
28 (alt) F 
28 (alt) R 
5´ – TgA gCA Agg Tgg AAA ATC Tg – 3´ 




5´ – ATT ACT gAA gCA TTT ATT – 3´ 
3´ – TAT TAC AgA gAg ggA AAC – 5´ 
309 bp 31.7% 
30 F 
30 R 
5´ – TCC TTg ATT AAg TTT CAT gCT TAC A – 3´ 
3´ – CAA ACC AAC gTg gAC TAA ggA – 5´ 
309 bp 35.6% 
31 F 
31 R 
5´ – ACT gTC CAg Agg ggA AAA AT – 3´ 
3´ – gC AgA gAA gAA ggT AgT TgA TgC – 5´ 
212 bp 40.1% 
32 F 
32 R 
5´ – TTC CTg gAT CTg AgA ATg Tgg – 3´ 
3´ – AAC AgC Tgg Agg TgA gTT gTg – 5´ 









5´ – gTT ggC AAA Tgg AAg gAT TC – 3´ 
3´ – Tg TAC CCT CCA CCC CCT ACT – 5´ 
237 bp 38.8% 
34 F 
34 R 
5´ – TTT TAg Tgg AAg gAg AAC A – 3´ 
3´ – CTA CTA Tgg Agg gAT ggA – 5´ 
245 bp 37.1% 
35 F 
35 R 
5´ – TgC ACT gTA ATg ACT CCC – 3´ 
3´ – CCA Agg gAA ATC AAT gTg – 5´ 
312 bp 45.2% 
 
Tabelle V: Im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig vorliegendes Pipettierschema für die 




32 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 
9c, 9d, 10, 11, 12, 
14, 15, 16, 23, 29, 
30, 31, 33 
4, 7, 13, 17, 18/19, 
20, 21, 22, 24/25, 
26, 27, 34, 35 
28 
10 x Puffer 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
MgCl2 (15mmol/l) 2,5 μl 3,3 μl 4,15 μl 5 μl 
dNTPs (2 mmol/l) 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
Maxima® (5U/l) 0,2 μl 0,2 μl 0,2 μl 0,2 μl 
HPLC-Wasser 12,8 μl 12 μl 11,15 μl 10,3 μl 
DNA (40ng/µl) bzw. HPLC-
Wasser im LW 
2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 2,5 μl 
Primer F (10 pmol/µl) 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 
Primer R (10 pmol/µl) 1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 
 
 
Tabelle VI: Im Institut für Humangenetik der Universität Leipzig vorliegendes Protokoll der 









1 60°C 442 bp 5 55°C 299 bp 
2 57°C 185 bp 6 57°C 281 bp 
3 58°C 299 bp 7 55°C 287 bp 













9 55°C 544 bp 22 49°C 182 bp 
9c 60°C 522 bp 23 55°C 528 bp 
9d 60°C 578 bp 24/25 55°C 509 bp 
10 58°C 311 bp 26 55°C 323 bp 
11 58°C 634 bp 27 55°C 323 bp 
12 55°C 288 bp 28 60°C 308 bp 
13 55°C 245 bp 29 47°C 309 bp 
14 58°C 231 bp 30 55°C 309 bp 
15 62°C 422 bp 31 55°C 212 bp 
16 55°C 238 bp 32 55°C 238 bp 
17 49°C 362 bp 33 58°C 239 bp 
18/19 55°C 569 bp 34 55°C 246 bp 
20 55°C 276 bp 35 55°C 311 bp 
21 55°C 368 bp    
 
 
Tabelle VII: Schmelztemperaturen der neuen Primer und getesteter Temperaturbereich 
Fragment Schmelztemperaturen  
der neuen Primer  
Getesteter Temperaturbereich 
 
28 For 65.8°C     Rev 64.6°C 62 +/-3°C  
17 For 52.1°C     Rev 52.5°C 52 +/-3°C 
9a For 63.2°C     Rev 65.3°C 60 +/-2°C 
9e For 62.9°C     Rev 63.3°C 59 +/-2°C 
9f For 60.3°C     Rev 70.2°C 61 +/-5°C 
9g For 65.0°C     Rev 71.8°C 64 +/-5°C 
9h For 68.9°C     Rev 65.6°C 63 +/-3°C 
9i For 67.5°C     Rev 69.7°C 64 +/-3°C 
9j For 69.9°C     Rev 67.8°C 65 +/-3°C 






















1 62.9°C 60.4°C 5 µl 39.7%/60.3% -1.3 min 
  62.0°C 5 µl 41.3%/58.7% -0.5 min 
  63.3°C 5 µl 42.2%/57.8% 0  
  63.7°C 5 µl 42.9%/57.1% +0.4 min 
  64.4°C 5 µl 43.7%/56.3% +0.8 min 
2 54.8°C 52.7°C 5 µl 48.2%/51.8% -1 min 
  54.3°C 5 µl 50.1%/49.9% 0 
  56.0°C 5 µl 51.2%/48.8% +0.6 min 
  57.6°C 5 µl 52.8%/47.2% +1.4 min 
  59.2°C 5 µl 54.4%/45.6% +2.2 min 
3 54.8°C 54.3°C 5 µl 45.3%/54.7% 0 
  55.1°C 5 µl 45.3%/54.7% 0 
  55.7°C 5 µl 46.2%/53.8% +0.5 min 
  57.3°C 8 µl 48.0%/52.0% +1.3 min 
4 56.1°C 56.3 °C 5 µl 49.4%/50.6% 0 
  57.3°C 8 µl 50.7%/49.3% +0.6 min 
  58.5°C 8 µl 51.7%/48.3% +1.2 min 
5 54.1°C 53.5°C 5 µl 44.7%/55.3% -0.3 min 
  54.1°C 5 µl 45.3%/54.7% 0 
  54.6°C 5 µl 45.3%/54.7% 0 
  55.0°C 5 µl 46.4%/53.6% +0.5 min 
6 55.6°C 54.7°C 5 µl 43.9%/56.1% -1 min 
  55.6°C 5 µl 45.9%/54.1% 0  
  56.2°C 5 µl 46.4%/53.6% +0.3 min 
  57.5°C 8 µl 48.0%/52.0% +1 min 
7 54.6°C 54.0°C 5 µl 45.2%/54.8% -0.3 min 
  54.5°C 5 µl 45.7%/54.3% 0 
  55.1°C 5 µl 45.7%/54.3% 0 
  57.3°C 5 µl 48.2%/51.8% +1.3 min 
  59.4°C 5 µl 50.4%/49.6% +2.4 min 
8 52.8°C 52.4°C 5 µl 41.0%/59.0% 0 
  52.8°C 5 µl 41.0%/59.0% 0 
  53.6°C 5 µl 41.9%/58.1% +0.4 min 
  54.3°C 5 µl 42.7%/57.3% +0.8 min 
  54.9°C 5 µl 43.3%/56.7% +1.1 min 
9 53.1°C 52.1°C 5 µl 39.9%/60.1% -0.5 min 
  52.7°C 5 µl 40.9%/59.1% 0 



















Fortsetzung  55.2°C 5 µl 43.2%/56.8% +1.1 min 
9  57.1°C 5 µl 45.0%/55.0% +2 min 
  57.7°C 5 µl 45.6%/54.4% +2.3 min 
  58.5°C 5 µl 46.4%/53.6% +2.7 min 
9a 57.0°C 53.0°C 5 µl 42.2%/57.8% -2 min 
  55.7°C 5 µl 44.7%/55.3% -0.7 min 
  57.4°C 5 µl 46.1%/53.9% 0  
  58.7°C 5 µl 47.8%/52.2% 0.9 min 
9c 55.9°C 55.3°C 5 µl 40.6%/59.4% -0.3 min 
  55.9°C 5 µl 41.2%/58.8% 0  
  56.1°C 5 µl 41.2%/58.8% 0  
9d 55.2°C 53.7°C 5 µl 39.0%/61.0% -0.8 min 
  54.2°C 5 µl 39.6%/60.4% -0.5 min 
  55.9°C 5 µl 41.4%/58.6% +0.4 min 
  56.2°C 5 µl 41.7%/58.3% +0.5 min 
  56.4°C 5 µl 41.9%/58.1% +0.6 min 
  56.8°C 5 µl 42.3%/57.7% +0.8 min 
  57.4°C 5 µl 42.9%/57.1% +1.1 min 
9e 55.4°C 55.0°C 5 µl 45.7%/54.3% 0  
  55.6°C 5 µl 45.7%/54.3% 0 
  56.5°C 5 µl 46.6%/53.4% +0.5 min 
  57.2°C 8 µl 47.4%/52.6% +0.9 min 
9f 56.2°C 56.1°C 5 µl 43.1%/56.9% 0  
  56.5°C 5 µl 43.1%/56.9% 0 
  57.2°C 5 µl 44.0%/56% +0.5 min 
  59.1°C 8 µl 46.0%/54% +1.5 min 
9g 55.5°C 55.1°C 5 µl 39.9%/60.1% 0  
  55.5°C 5 µl 39.9%/60.1% 0 
  55.6°C 5 µl 39.9%/60.1% 0 
  55.8°C 5 µl 39.9%/60.1% 0 
  56.3°C 5 µl 40.6%/59.4% +0.4 min 
9h 55.6°C 55.6°C 5 µl 40.6%/59.4% 0 
  55.9°C 5 µl 40.6%/59.4% 0 
  56.3°C 5 µl 41.2%/58.8% +0.3 min 
  56.9°C 5 µl 41.9%/58.1% +0.7 min 
  57.5°C 5 µl 42.5%/57.5% +1 min 
  58.0°C 8 µl 42.9%/57.1% +1.2 min 
9i 55.2°C 54.8°C 5 µl 42.8%/57.2% 0 
  55.2°C 5 µl 42.8%/57.2% 0 



















9j 54.5°C 54.3°C 5 µl 41.3%/58.7% 0 
  54.9°C 5 µl 41.3%/58.7% 0 
  55.1°C 5 µl 41.8%/58.2% +0.3 min 
  55.4°C 5 µl 42.2%/57.8% +0.5 min 
  56.3°C 5 µl 43.0%/57.0% +0.9 min 
9k 56.2°C 53.2°C 5 µl 43.2%/56.8% -1.5 min 
  54.3°C 5 µl 44.2%/55.8% -1 min 
  56.2°C 5 µl 46.1%/53.9% 0 
  57.1°C 5 µl 47.0%/53.0% +0.5 min 
  57.5°C 5 µl 47.4%/52.6% +0.7 min 
10 54.6°C 54.0°C 5 µl 44.4%/55.6% -0.3 min 
  54.4°C 5 µl 45.0%/55.0% 0  
  55.4°C 5 µl 45.8%/54.2% +0.4 min 
  56.5°C 5 µl 45.9%/54.1% +0.5 min 
  57.8°C 8 µl 48.1%/51.9% +1.6 min 
11 55.1°C 52.5°C 5 µl 37.5%/62.5% -1.3 min 
  53.9°C 5 µl 38.9%/61.1% -0.6 min 
  55.3°C 5 µl 40.1%/59.9% 0 
  55.9°C 5 µl 40.9%/59.1% +0.4 min 
  60.2°C 5 µl 45.2%/54.8% +2.5 min 
  61.3°C 5 µl 46.4%/53.6% +3.1 min 
12 55.5°C 54.0°C 5 µl 44.0%/56.0% -0.8 min 
  54.7°C 5 µl 44.8%/55.2% -0.4 min 
  55.5°C 5 µl 45.6%/54.4% 0  
  56.3°C 5 µl 46.4%/53.6% +0.4 min 
  56.9°C 5 µl 47.1%/52.9% +0.7 min 
  57.7°C 5 µl 47.7%/52.3% +1.1 min 
  58.8°C 5 µl 48.9%/51.1% +1.7 min 
13 53.1°C 52.5°C 5 µl 46.6%/53.4% -0.3 min 
  54.0°C 5 µl 48.3%/51.7% +0.5 min 
  56.8°C 5 µl 50.9%/49.1% +1.9 min 
  57.7°C 5 µl 51.7%/48.3% +2.3 min 
  59.0°C 8 µl 53.1%/46.9% +3 min 
14 53.9°C 53.3°C 5 µl 47.2%/52.8% -0.3 min 
  53.9°C 5 µl 47.8%/52.2% 0  
  55.6°C 5 µl 49.5%/50.5% +0.8 min 
  56.6°C 5 µl 50.7%/49.3% +1.4 min 
  57.4°C 5 µl 51.3%/48.7% +1.7 min 
  58.0°C 5 µl 51.9%/48.1% +2 min 



















Fortsetzung  53.2°C 5 µl 39.6%/60.4% -1.5 min 
15  54.1°C 5 µl 40.6%/59.4% -1 min 
  56.1°C 5 µl 42.6%/57.4% 0  
  57.4°C 5 µl 44.1%/55.9% +0.7 min 
  57.7°C 5 µl 44.3%/55.7% +0.8 min 
  59.0°C 5 µl 45.7%/54.3% +1.5 min 
16 53.9°C 52.0°C 5 µl 45.5%/54.5% -1 min 
  53.0°C 5 µl 46.5%/53.5% -0.5 min 
  54.6°C 5 µl 48.3%/51.7% +0.4 min 
  55.5°C 5 µl 49.2%/50.8% +0.8 min 
  56.5°C 5 µl 50.2%/49.8% +1.3 min 
  57.3°C 5 µl 50.8%/49.2% +1.7 min 
17 53.8°C 53.9°C 5 µl 43.7%/56.3% 0  
  54.6°C 5 µl 44.4%/55.6% +0.4 min 
  56.2°C 5 µl 46.0%/54.0% +1.2 min 
  57.8°C 5 µl 47.6%/52.4% +2 min 
  58.5°C 5 µl 48.4%/51.6% +2.4 min 
18/19 53.2°C 51.0°C 5 µl 38.5%/61.5% -1.1 min 
  52.5°C 5 µl 39.9%/60.1% -0.4 min 
  53.8°C 5 µl 41.3%/58.7% +0.3 min 
  54.8°C 5 µl 42.4%/57.6% +0.8 min 
  55.5°C 5 µl 43.2%/56.8% +1.2 min 
  56.3°C 5 µl 43.8%/56.2% +1.5 min 
  57.9°C 5 µl 45.6%/54.4% +2.4 min 
20 53.8°C 49.5°C 5 µl 41.9%/58.1% -2.1 min 
  51.3°C 5 µl 43.2%/56.8% -1.4 min 
  53.8°C 5 µl 46.0%/54.0% 0  
  54.5°C 5 µl 46.8%/53.2% +0.4 min 
  55.3°C 5 µl 47.7%/52.3% +0.8 min 
  55.9°C 5 µl 48.1%/51.9% +1 min 
21 53.3°C 52.8°C 5 µl 43.0%/57.0% -0.3 min 
  53.3°C 5 µl 43.6%/56.4% 0  
  53.8°C 5 µl 43.6%/56.4% 0 
  55.9°C 5 µl 46.3%/53.7% +1.3 min 
  57.1°C 5 µl 47.5%/52.5% +1.9 min 
22 55.5°C 54.4°C 5 µl 49.5%/50.5% -0.5 min 
  55.5°C 5 µl 50.4%/49.6% 0  
  56.5°C 5 µl 51.3%/48.7% +0.5 min 
  57.9°C 5 µl 52.7%/47.3% +1.2 min 



















Fortsetzung  54.4°C 5 µl 43.0%/57.0% +1 min 
23  55.8°C 5 µl 44.4%/55.6% +1.7 min 
  56.8°C 5 µl 45.4%/54.6% +2.2 min 
24/25 55.2°C 52.0°C 5 µl 38.2%/61.8% -1.6 min 
  53.3°C 5 µl 39.3%/60.7% -1 min 
  54.6°C 5 µl 40.7%/59.3% -0.3 min 
  55.3°C 5 µl 41.3%/58.7% 0  
  56.3°C 5 µl 42.4%/57.6% +0.5 min 
  57.4°C 5 µl 43.4%/56.6% +1.1 min 
26 53.6°C 53.1°C 5 µl 44.1%/55.9% -0.3 min 
  53.6°C  5 µl 44.7%/55.3% 0  
  55.1°C 5 µl 46.4%/53.6% +0.8 min 
  56.7°C 5 µl 47.8%/52.2% +1.5 min 
  57.4°C 5 µl 48.6%/51.4% +1.9 min 
  58.3°C 5 µl 49.6%/50.4% +2.4 min 
27 54.2°C 53.3°C 5 µl 43.7%/56.3% -0.5 min 
  54.2°C 5 µl 44.6%/55.4% 0  
  54.6°C 5 µl 44.6%/55.4% +0.6 min 
  55.3°C 5 µl 45.7%/54.3% +0.6 min 
  56.1°C 5 µl 46.5%/53.5% +1 min 
28 52.4°C 52.0°C 5 µl 43.0%/57.0% 0  
  52.4°C 5 µl 43.0%/57.0% 0 
  53.5°C 5 µl 43.9%/56.1% +0.5 min 
  55.8°C 5 µl 46.3%/53.7% +1.7 min 
  57.6°C 5 µl 48.1%/51.9% +2.6 min 
  58.5°C 5 µl 48.9%/51.1% +3 min 
29 53.6°C 51.0°C 5 µl 42.4%/57.6% -1.3 min 
  53.0°C 5 µl 45.0%/55.0% 0  
  53.6°C 5 µl 45.0%/55.0% 0 
  54.3°C 5 µl 45.7%/54.3% +0.4 min 
  55.2°C 5 µl 46.5%/53.5% +0.8 min 
  56.3°C 5 µl 47.7%/52.3% +1.4 min 
30 55.1°C 51.8°C  5 µl 41.6%/58.4% -1.7 min 
  53.3°C 5 µl 43.2%/56.8% -0.9 min 
  55.1°C 5 µl 45.0%/55.0% 0  
  56.6°C 5 µl 46.7%/53.3% +0.8 min 
  58.8°C 5 µl 48.9%/51.1% +1.9 min 
31 57.6°C 56.6°C 5 µl 47.6%/52.4% -0.5 min 
  57.6°C 5 µl 48.6%/51.4% 0  



















32 55.9°C 52.0°C 5 µl 43.5%/56.5% -2 min 
  55.5°C 5 µl 47.4%/52.6% 0  
  55.9°C 5 µl 47.4%/52.6% 0 
  58.3°C 8 µl 49.7%/50.3% +1.2 min 
33 56.4°C 55.9°C 5 µl 47.5%/52.5% 0  
  56.4°C 5 µl 47.5%/52.5% 0 
  57.4°C 5 µl 48.4%/51.6% +0.5 min 
  58.0°C 5 µl 49.0%/51.0% +0.8 min 
34 54.8°C 51.0°C 5 µl 43.9%/56.1% -1.6 min 
  54.3°C 5 µl 46.6%/53.4% -0.3 min 
  56.0°C 5 µl 48.5%/51.5% +0.6 min 
  56.8°C 5 µl 49.3%/50.7% +1 min 
  57.7°C 5 µl 50.3%/49.7% +1.5 min 
  59.4°C 8 µl 51.9%/48.1% +2.3 min 
35 58.6°C 54.3°C 5 µl 40.6%/59.4% -2.2 min 
  56.3°C 5 µl 42.8%/57.2% -1.1 min 
  57.8°C 5 µl 44.1%/55.9% -0.4 min 
  59.1°C 5 µl 44.9%/55.1% 0  
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